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Referat 
Der Schlaganfall stellt die häufigste Ursache für dauerhafte körperliche Behinderungen 
im Erwachsenenalter dar. Derzeit steht aufgrund des engen therapeutischen Zeitfensters 
lediglich für 10% aller Schlaganfallpatienten die kausale Thrombolysetherapie zur 
Eröffnung des verschlossenen Blutgefäßes zur Verfügung. Eine vielversprechende 
Therapieoption stellen humane Nabelschnurblutzellen dar, deren Effektivität bisher 
ausschließlich bei jungen und meist gesunden Tieren nachgewiesen wurde. Die 
vorliegende Arbeit untersuchte die Wirksamkeit intravenös applizierter, kryokonservierter 
mononukleärer Zellen des humanen Nabelschnurblutes auf die Entwicklung eines 
experimentellen Schlaganfalles in jungen und alten hypertensiven Ratten. Die 
sensomotorische Regeneration der Tiere wurde anhand der BeamWalk- und mNSS-
Tests untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde außerdem der LadderRung Walking-
Test etabliert. Parallel durchgeführte MRT-Untersuchungen dienten zur Analyse des 
Infarktvolumens. Nach Ablauf des 64-tägigen Beobachtungszeitraumes wurde die 
Proliferationsaktivität von Astrozyten im Randbereich des Infarktes überprüft. Die 
Auswertungen sensomotorischer Fähigkeiten, der Infarktvolumina und der 
Zellproliferation ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen Therapie- und 
Kontrollgruppe beider Altersstufen. Junge und alte Ratten entwickelten vergleichbare 
Infarktvolumina und wiesen ähnliche motorische Fähigkeiten auf. Ein erhöhtes Alter der 
Versuchstiere war darüber hinaus mit methodischen Problemen behaftet, was die 
sensomotorische Funktionalitätsprüfung alter Tiere eingeschränkte und eine 
histopathologische Auswertung ausschloss. 
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1. Einleitung 
1.1. Der Schlaganfall 
1.1.1. Epidemiologie und Risikofaktoren 
Zerebrovaskuläre Erkrankungen sind die dritthäufigste Todesursache in den westlichen 
Industrienationen. In Deutschland erkranken laut statistischem Bundesamt mehr als 
147.000 Menschen pro Jahr an einem Schlaganfall. Das bedeutet, dass 400 Patienten 
pro Tag einen Hirninfarkt erleiden. Die hohe Rate bleibender neurologischer Defizite 
bedeutet für viele Betroffene einen abrupten Wechsel von einem aktiven Leben zur Hilfs-
bzw. Pflegebedürftigkeit. Für den Schlaganfall ist eine Vielzahl von Risikofaktoren 
bekannt. Als Hauptrisikofaktor gilt die arterielle Hypertonie. Die Höhe des Blutdruckes 
korreliert eng mit der Schlaganfallinzidenz (Wolf et al., 1991). Ein Anstieg um 10 mmHg 
bewirkt bereits ein um 10% höheres Risiko, einen Schlaganfall zu erleiden. 
Kardiovaskuläre Erkrankungen, die mit einem erhöhten thromboembolischen Risiko 
einhergehen, stellen einen weiteren, ernst zu nehmenden Faktor dar. Beispielsweise 
erhöht unbehandeltes Vorhofflimmern das Risiko eines ischämischen Infarktes um das 
Fünffache (Armaganijan et al., 2010). Außerdem besteht ein eindeutiger Zusammenhang 
zwischen der Dauer und Ausprägung eines Diabetes mellitus und dem Auftreten eines 
Schlaganfalles (Banerjee et al., 2012).  
Neben der Hypertonie ist das Alter ein zentraler Risikofaktor für einen Schlaganfall. Das 
Durchschnittsalter männlicher Patienten mit einem Hirninfarkt liegt bei 68,8 Jahren; das 
der Frauen bei 72,9 Jahren (Appelros et al., 2009). Vor dem Hintergrund einer alternden 
Gesellschaft in industrialisierten Ländern werden Schlaganfall-Neuerkrankungen in den 
kommenden Jahren zunehmen. So werden 2050 mehr als 290.000 
Schlaganfallpatienten pro Jahr in Deutschland erwartet (Mehrholz, 2008). Bereits 2004 
wurden in Deutschland insgesamt 7,1 Milliarden Euro für die Behandlung erstmals 
aufgetretener Schlaganfälle ausgegeben (Kolominsky-Rabas et al., 2006). Infolge der 
demographischen Entwicklung werden die Gesundheitskosten für die Behandlung von 
Schlaganfällen ebenfalls erheblich ansteigen. Bis zum Jahr 2025 werden 
schätzungsweise Ausgaben von 108,6 Milliarden Euro auf das deutsche 
Gesundheitssystem zukommen.  
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1.1.2. Ätiologie und Pathogenese 
Der Schlaganfall ist eine akut auftretende Durchblutungsstörung des Gehirns, die zu 
einer Unterversorgung des Gewebes mit Sauerstoff führt. 20 Prozent der 
Durchblutungsstörungen entstehen durch die Ruptur eines zerebralen Gefäßes und der 
daraus resultierenden Einblutung und Kompression des umliegenden Hirngewebes. 
80 Prozent der Schlaganfälle sind durch eine Ischämie bedingt, die durch eine 
Unterbrechung der arteriellen Blutzirkulation verursacht wird (Hacke, 2010). Dies kann 
einerseits auf eine stenotische Arteriosklerose der hirnversorgenden Arterien 
zurückzuführen sein und zum anderen können arterioarterielle und kardiale Embolien 
hirnversorgende Arterien verschließen. Mit 30 Prozent stellt der embolische Verschluss 
einer Hirnarterie die häufigste Ursache eines Schlaganfalles dar (Hacke, 2010). 
Unabhängig von den pathophysiologischen Auslösern kommt es zu einer 
Unterversorgung des Hirnparenchyms mit Sauerstoff, die zu einem raschen 
Zelluntergang im Hirngewebe führt.  
1.1.3. Klinische Symptomatik 
Bedingt durch die Sauerstoffunterversorgung kommt es in dem betroffenen 
Gefäßversorgungsareal zu neurologischen Ausfällen. Die Symptomatik setzt bei einem 
Hirninfarkt schlagartig ein. Das klinische Erscheinungsbild ist in den meisten Fällen 
durch sensorische und motorische Ausfälle verschiedenster Ausprägung 
gekennzeichnet. Aufgrund der Kreuzung wichtiger absteigender Nervenbahnen ist 
zumeist die kontralaterale Körperhälfte betroffen (Hacke, 2010). Zusätzliche 
Beeinträchtigungen können durch Sprach- und Sehstörungen, Vigilanzminderung, 
Inkontinenz und psychopathologische Störungen entstehen. Bei einem Großteil der 
Schlaganfallpatienten ist die Arteria cerebri media betroffen. Das durch einen Verschluss 
der A. cerebri media resultierende Mediasyndrom ist durch eine kontralaterale 
brachiofazial betonte Hemiparese gekennzeichnet (Hacke, 2010). Darüber hinaus 
können halbseitige Sensibilitätsstörungen und Gesichtsfeldeinschränkungen, Sprach-
sowie Bewusstseinsstörungen den Zustand des Patienten verschlechtern. Ist die 
dominante Hemisphäre von der Stenose betroffen, ist meist eine komplette Aphasie die 
Folge. All diese Symptome führen zwangsläufig zu einer erheblichen Einschränkung der 
Alltagskompetenz und damit zu einem Verlust von Lebensqualität für die Patienten. 
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1.1.4. Pathophysiologie 
Das Gehirn weist im Vergleich zu anderen Organen des Körpers einen sehr hohen 
Sauerstoffverbrauch auf. Obwohl nur zwei Prozent der Körpermasse auf das Gehirn 
entfallen, verbraucht es 20% des im Körper insgesamt umgesetzten Sauerstoffes 
(Hacke, 2010). Durch die physiologische Autoregulation der Hirndurchblutung und eine 
intakte CO2-Reaktivität kann eine konstante Durchblutung aufrechterhalten werden. 
Blutdruckschwankungen zwischen 50 und 150mmHg können so ausgeglichen werden 
(Hacke, 2010). Sinkt der zerebrale Blutfluss jedoch unter einen kritischen Wert von 
weniger als 12ml/min/100g Gewebe, resultiert eine Sauerstoffunterversorgung. Je nach 
Dauer und Ausmaß der Hypoperfusion treten funktionelle und strukturelle Zellschäden 
auf (Heiss, 2001).  
Es kann, je nach Ausmaß der Zellschädigung, erhebliche Unterschiede bei der 
Ausprägung des Gewebeschadens geben. Im Infarktkern bewirkt die vollständige 
Unterbrechung der Durchblutung einen Verlust der Energieversorgung. Folglich können 
metabolische Prozesse nicht ausreichend stattfinden, transmembranöse 
Ionengradienten brechen zusammen. Dies führt konsekutiv zu einem Verlust der 
zellulären Integrität: Ein nekrotischer Zelltod ist die Folge (Mergenthaler et al., 2004). In 
der Penumbra, die den Infarktkern mantelförmig umgibt, kann eine minimale 
Restdurchblutung über Kollateralgefäße aufrechterhalten werden. Durch diese relative 
Hypoxie kommt es zu funktionellen Einschränkungen, die strukturelle Integrität kann aber 
über einen kurzen Zeitraum erhalten werden (Astrup et al., 1981). Die Störung der 
zellulären Homöostase führt zu einem verzögerten Zelltod und einer schrittweisen 
Vergrößerung der initialen Läsion (Herdegen, 1997). Das grundlegende Ziel der meisten 
Therapien ist es, die Zellen der ischämischen Penumbra zu retten, bevor auch diese 
irreversibel geschädigt werden.  
Die Infarktprogression wird durch eine akute ischämische Kaskade induziert, die aus 
einer komplexen Serie zeitlich aufeinanderfolgender, aber auch überlappender 
pathophysiologischer Prozesse aufgebaut ist (Dirnagl et al., 1999). Ein initialer Vorgang 
der ischämischen Kaskade ist die Exzitotoxizität. Durch die massive Störung des 
Energiehaushaltes können energieabhängige, neuronale Ionenkanäle nicht mehr 
arbeiten, es erfolgt eine Membrandepolarisation (Dirnagl et al., 1999). Der Ioneneinstrom 
aus dem Extrazellularraum verursacht einen Anstieg der intrazellulären 
Kalziumkonzentration. Resultierend akkumuliert exzitatorisches Glutamat aus dem 
Zellinneren im Extrazellularraum und bedingt eine Aktivierung ionotroper 
Glutamatrezeptoren (Doyle et al., 2008). Damit verbunden strömen exzessiv 
Kalziumionen zusätzlich in die Zelle ein. Das Kalzium führt zur Bildung freier toxischer 
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Sauerstoffradikale, die eine entscheidende Rolle im Prozess der Zellschädigung 
einnehmen. Diese hochreaktiven Moleküle können zahlreiche destruktive Prozesse 
initiieren, proteolytische Enzyme der Zelle aktivieren und eine Desintegration von 
Membranen des Endoplasmatischen Retikulums und von Mitochondrien hervorrufen (Lo 
et al., 2003); (siehe Abb. 1, S.5). 
Die Periinfarktdepolarisation führt zu einer weiteren maßgeblichen Verschlechterung der 
Energiesituation. Im Bereich der Penumbra können Zellen aufgrund einer noch 
bestehenden Durchblutung durch Kollateralen genügend Energie aufbringen, nach einer 
Depolarisation erneut zu repolarisieren. Nach einer Unterbrechung der Blutzufuhr 
umkreisen daher Depolarisationswellen periodisch den Infarktkern (Somjen, 2001). Die 
Wiederherstellung des Ionengleichgewichtes nach einer solchen Massendepolarisation 
ist energetisch sehr aufwendig und verschlechtert die Gesamtenergiesituation im 
Infarktrand um ein Vielfaches (Hossmann, 1996). Jede Depolarisationswelle führt zu 
einem weiteren Absterben von Zellen und letztendlich zu einer Vergrößerung des 
Infarktgebietes. 
Im weiteren Verlauf der ischämischen Kaskade entwickelt sich eine Entzündungsreaktion 
(Inflammation). Toxische Sauerstoffradikale induzieren neben erhöhtem Kalzium und der 
Hypoxie selbst eine Produktion proinflammatorischer Zytokine. Neutrophile 
Granulozyten, die von Chemokinen angelockt werden,  migrieren aus der Blutbahn in 
das Hirnparenchym (Dirnagl et al., 1999). Astrozyten und Mikrogliazellen werden 
aktiviert. Diese Zellen produzieren toxische Mediatoren (Superoxide, Neurotoxine, 
Prostanoide) und Zytokine, die zu einer weiteren Zerstörung von Zellstrukturen führen 
und die Entzündungsreaktion zusätzlich intensivieren (Lambertsen et al., 2012).  
Ein weiterer Prozess der ischämischen Kaskade ist die Apoptose, der verzögerte,  
programmierte Zelltod. Die Apoptose wird, im Gegensatz zum nekrotischen 
Zelluntergang im Infarktkern, von der Zelle aktiv durchgeführt. Es ist ein 
energieabhängiger, „geregelter“ Prozess, der im Bereich der Penumbra stattfinden kann 
(Mergenthaler et al., 2004). Die Apoptose wird durch zwei Vorgänge ausgelöst: Die 
extrinsische und die intrinsische Initiationsphase. Die extrinsische Initiationsphase wird 
durch die Aktivierung von Rezeptoren der Tumornekrosefaktoren, den sogenannten 
Todesrezeptoren, eingeleitet. Diese aktivierten Rezeptoren vermitteln den Weg in die 
Apoptose. Bei der intrinsischen Initiationsphase werden proapoptotische Signalproteine 
im Mitochondrium gebildet und anschließend in das Zytosol freigesetzt. Beide 
Signalwege enden in einer Aktivierung von Effektorkaspasen, die zelluläre 
Reparaturproteine durch Spaltung inaktivieren und damit den Zelltod einleiten (Ferrer 
und Planas, 2003). Dieser programmierte Zelltod tritt zeitlich verzögert zum 
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ischämischen Ereignis auf und stellt somit ein potentielles Ziel therapeutischer 
Interventionen dar (siehe Abb. 1). 
Im Laufe der Infarktprogression wird der Infarktkern durch ein dichtes Netzwerk aus 
Gliazellen demarkiert. Reaktive Astrozyten und Mikrogliazellen initiieren einen 
klassischen Wundheilungsprozess und formieren eine Grenze zwischen hypoxisch 
geschädigtem Infarktkern und intaktem Hirngewebe. Die Glianarbe bildet eine zelluläre 
und molekulare Barriere, die die Regeneration des geschädigten Hirnparenchyms 
erschwert (Gehrmann et al., 1992; Ellison et al., 1998).  
 
Abb. 1: Überblick pathophysiologischer Vorgänge eines Schlaganfalles 
Aufgrund des Energiemangels depolarisieren Neuronen, sodass exzitatorisches Glutamat (Glu) im 
Extrazellularraum akkumuliert. Dies bedingt einen massiven Einstrom von Kalziumionen (Ca²+)  in das Zellinnere 
(Exzitotoxizität). Intrazelluläres Kalzium fördert wiederum die Bildung toxischer Sauerstoffradikale, die die 
Integrität der mitochondrialen Membranen stören können und DNA-Schäden hervorrufen. Diese Prozesse 
resultieren in einer Apoptose der Zelle. Sauerstoffradikale fördern zusätzlich eine Entzündungsreaktion über 
proinflammatorische Zytokine, die eine Leukozyteninfiltration stimulieren und Gliazellen aktivieren (Inflammation). 
Reaktivierte Astrozyten und Mikroglia bilden eine Glianarbe, die eine Regeneration des geschädigten Hirn-
parenchyms  verhindert. Durch die Hypoxie geben energieabhängige, membranständige Ionenkanäle ihre 
Funktion auf, was in einer Membrandepolarisation resultiert. Die Ansammlung von Kalzium und Glutamat im 
Extrazellularraum kann periodische Depolarisationswellen induzieren, die die Gesamtenergiesituation im 
Infarktrand verschlechtern (modifiziert nach Dirnagl et al., 1999) 
 
Nach dem Schlaganfallereignis können aber auch Prozesse der neuronalen 
Regeneration, Neuroprotektion und Neurogenese eingeleitet werden. Axone 
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geschädigter Neurone können regenerieren, indem neue Verbindungen und 
Projektionsmuster angelegt werden (Carmichael, 2006). Nach einem experimentellen 
Schlaganfall tritt im adulten Hirn eine Neurogenese im Gyrus dentatus des Hippocampus 
und in der Subventrikularzone (SVZ) des lateralen Seitenventrikels auf (Zhang et al., 
2005b). In Bezug auf die Neurogenese werden derzeit zwei Theorien vertreten. Zum 
einen können aus der homogenen Stammzellpopulation der SVZ (Subventrikularzone) 
Neuroblasten aktiviert werden, die in das ischämische Hirnparenchym migrieren und zu 
reifen Neuronen proliferieren (Thored et al., 2006). Zum anderen können proliferierte, 
unreife Neurone durch ein proregeneratives Milieu, die vaskuläre Nische, angeregt 
werden und aus der SVZ in den betroffenen Kortex migrieren. Diese proliferierten 
Neurone sind in enger Assoziation zu Blutgefäßen in einer Region aktiven vaskulären 
Umbaus zu finden (Ohab et al., 2006). Beide Theorien stimmen darin überein, dass 
diese migrierten Zellen proregenerative Funktionen im ischämischen Kortex übernehmen 
und eine maßgebliche Rolle im Prozess der funktionellen Rehabilitation spielen können.  
1.1.5. Bedeutung des Alters 
Ein erhöhtes Lebensalter ist mit einem höheren Risiko assoziiert, einen Schlaganfall zu 
erleiden. Über 50 Prozent der Schlaganfälle treten bei Patienten auf, die älter als 75 
Jahre sind (Mehrholz, 2008). Das Alter spielt außerdem eine Schlüsselrolle im 
Heilungsprozess eines Schlaganfalles. Ältere Patienten erholen sich im Vergleich zu 
jüngeren Betroffenen wesentlich schlechter von einem Schlaganfall (Popa-Wagner et al., 
2007b). Trotz ihrer Bedeutsamkeit wird die Variable Alter in den meisten präklinischen 
Schlaganfallstudien nicht berücksichtigt. Ein Großteil der Untersuchungen wurden und 
werden immer noch mit jungen, gesunden Tieren durchgeführt, und zwar ungeachtet 
dessen, dass viele pathophysiologische ischämische Prozesse bei älteren Lebewesen 
unterschiedlich dimensioniert ablaufen (Newcomb et al., 2006; Zawadzka et al., 2009). 
So ist die Vulnerabilität gegenüber oxidativem Stress bei alten Tieren ausgeprägter als 
bei jungen. Alte Tiere weisen nach einem Schlaganfall erhöhte DNA- und 
Proteinoxidationen im Kortex auf (Carmichael, 2006). Demgegenüber sind antioxidative 
Systeme, die die Wirkung reaktiver Radikale abschwächen, nicht vollständig aktivierbar 
(Popa-Wagner et al., 2007a; Buga et al., 2008). Eine inflammatorische Reaktion setzt bei 
älteren Tieren verfrüht und unkontrolliert ein (Badan et al., 2003). Weiterhin wird die 
Phagozytenaktivität der Makrophagen und Mikrogliazellen durch den erhöhten Gehalt an 
Sauerstoffradikalen bei alten Tieren übermäßig angeregt. Apoptose aber auch neuronale 
Regenerationsprozesse setzen nach dem Schlaganfall bei alten Tieren verfrüht ein. 
Popa-Wagner et al. (2007a) beobachteten eine ungewöhnlich hohe Anzahl apoptischer 
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Zellen und degenerierter Neuronen bereits am dritten Tag nach Schlaganfallinduktion. 
Demgegenüber trat in jungen Ratten die maximale Anzahl apoptotischer Zellen und 
degenerativer Neurone sieben bis 14 Tage nach MCAO auf (Popa-Wagner et al., 
2007a). Eine Mikroglia- und Astrozytenaktivierung, wie sie nach einem Schlaganfall 
auftritt, ereignet sich bei alten Ratten im Vergleich zu jungen frühzeitig und überstürzt, 
sodass Glianarbengewebe rasant entsteht (Badan et al., 2003). Nichtsdestotrotz konnten 
auch bei alten Tieren neuroprotektive und neuroregenerative Prozesse nachgewiesen 
werden, jedoch waren diese häufig dysreguliert, verzögert aktiviert und in geringerem 
Ausmaß zu finden (Chen und Sun, 2007; Popa-Wagner et al., 2007b; Buga et al., 2008) 
(siehe Abb. 2). 
 
Abb. 2: Zeitlicher Verlauf pathophysiologischer Prozesse 
Die Intensität und das Ausmaß zellulärer und genetischer Mechanismen nach 
einem experimentellen Schlaganfall unterscheiden sich bei jungen und alten 
Ratten (modifiziert nach Popa-Wagner et al., 2007b) 
Die absolute Mehrzahl experimenteller Studien wurden bislang mit jungen Tieren 
durchgeführt (Chen et al., 2001; Borlongan et al., 2004; Vendrame et al., 2004), obwohl 
sich die Ausmaße pathophysiologischer Prozesse junger und alter Tiere so gravierend 
unterscheiden. Diese Untersuchungen können die Auswirkungen der Ischämie auf das 
neuronale Gewebe hauptsächlich älterer Patienten nicht angemessen simulieren. Im 
Gegenteil, experimentelle Studien mit jungen Tieren können einen potenziellen 
therapeutischen Effekt einer Intervention sogar überschätzen (Crossley et al., 2008). Die 
Erprobung einer Therapieoption für eine Erkrankung, die mit einem höheren Lebensalter 
assoziiert ist, erfordert daher präklinische Studien mit Versuchstieren, die ein 
äquivalentes Alter im Vergleich zu erkrankten Patienten aufweisen. Nur so kann eine 
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präklinische Situation geschaffen werden, die der des menschlichen Patienten am 
ehesten entspricht. Es ist daher unerlässlich und von besonderer klinischer Relevanz, 
experimentelle Schlaganfallstudien mit alten und komorbiden Versuchstieren 
durchzuführen. 
1.1.6. Therapieoptionen 
Das Ziel einer therapeutischen Intervention ist es, sowohl initiale zerebrale Schäden, die 
durch den Schlaganfall entstehen, zu minimieren als auch die Funktion des 
geschädigten Gewebes wiederherzustellen.  
Eine systemische Thrombolyse mittels Plasminogenaktivator t-PA (tissue plasminogen 
activator) stellt eine wirksame Behandlungsmethode dar. Die Therapie beruht auf einer 
Rekanalisierung des verschlossenen Gefäßes zur Rettung reversibel geschädigter 
Neuronen im Bereich der Penumbra. Eine rasch durchgeführte systemische 
Thrombolyse kann eine Stabilisierung des mangelhaft durchbluteten Gewebes über eine 
Reperfusion ermöglichen. Aufgrund der strengen Indikationsstellung und vieler 
Kontraindikationen steht diese Therapieoption nur für 6-15 % aller Schlaganfallpatienten 
zur Verfügung (Lapchak und Araujo, 2007). Innerhalb eines Zeitfensters von 4,5 Stunden 
zwischen initialem Ereignis und Therapiebeginn kann eine Thrombolysetherapie derzeit 
begonnen werden (Hacke et al., 2008). Jedoch erreichen lediglich 25% der Patienten 
innerhalb dieses Zeitraums ein Krankenhaus (Reeves et al., 2005). Der Nachteil einer t-
PA-Therapie ist die Gefahr einer sekundären Blutung aufgrund der hohen 
antikoagulatorischen Potenz. Dies kann den neurologischen Zustand gravierend 
verschlechtern. Eine Reihe von Faktoren erhöht das Risiko einer sekundären Blutung. 
Diese Risikofaktoren stellen damit Kontraindikationen für eine Thrombolysetherapie dar, 
z.B. ein Alter über  80 Jahre, ein durch bildgebende Verfahren nachgewiesener schwerer 
Schlaganfall, stark erhöhter Blutdruck (> 185/ 110mmHg), eine Therapie mit oralen 
Antikoagulantien sowie ein Krampfanfall zu Beginn des Schlaganfalles (Mehrholz, 2008). 
Somit steht derzeit einem Großteil der Schlaganfallpatienten keine adäquate, kausal 
wirkende Therapie zur Verfügung, sodass ein hoher Bedarf für zusätzliche Therapien 
besteht.  
In den vergangenen Jahrzehnten wurde eine Vielzahl von potenziell neuroprotektiven 
Stoffen getestet, die in präklinischen Studien eine Infarktreduktion hervorriefen, indem 
sie pathogene Prozesse der ischämischen Kaskade beeinflussten. Weit über 1000 
potenzielle Neuroprotektiva wurden bereits präklinisch und über 110 klinisch getestet, 
jedoch konnte keiner dieser Wirkstoffe ein positives therapeutisches Ergebnis bei 
humanen Schlaganfallpatienten bewirken (Wahlgren und Ahmed, 2004; O'Collins et al., 
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2006). Große Hoffnungen verbanden sich beispielsweise mit dem Radikalfänger NXY-
059. Die signifikante Wirkung, die in einer klinischen Phase II-Studie ermittelt wurde, 
konnte in einer größer angelegten Phase III-Studie nicht bestätigt werden (Lees et al., 
2006; Shuaib et al., 2007). Die Gründe für die gescheiterte Translation präklinisch positiv 
getesteter Neuroprotektiva in den klinischen Alltag sind vielfältig. So bieten Tiermodelle 
nur eine Annäherung an die verschiedenen Umstände einer humanen 
Schlaganfallerkrankung. Beispielsweise bedeutet eine Reduktion des Infarktvolumens 
bei Kleintieren nicht zwangsläufig, dass eine vergleichbare Wirkung ebenso in dem 
größeren humanen Hirn erzielt werden kann (Macleod et al., 2008). Das enge 
Zeitfenster, in dem der potenzielle Wirkstoff in experimentellen Tierstudien appliziert 
wurde, kann in der klinischen Realität nicht konsequent eingehalten werden. Dosen, die 
sich in präklinischen Studien als wirksam erwiesen haben, können aufgrund starker 
Nebenwirkungen klinisch oftmals nicht umgesetzt werden.  
1.2. Stammzellen aus humanem Nabelschnurblut 
Aufgrund der aktuell limitierten Behandlungsmöglichkeiten ist es erforderlich, alternative 
therapeutische Strategien zu entwickeln, die die neurofunktionale Regeneration fördern 
und die derzeit etablierten Therapieformen sinnvoll ergänzen. Von besonderer 
Bedeutung ist ein erweitertes therapeutisches Zeitfenster als dasjenige der 
Thrombolysetherapie, sodass eine größere Anzahl der Schlaganfallpatienten Aussicht 
auf eine Behandlung hat. 
In den vergangenen Jahren gewann die Stammzelltherapie zunehmend an Bedeutung in 
der Schlaganfallforschung. Zahlreiche Studien konnten das Differenzierungspotenzial 
und die vielfältigen neuroprotektiven Effekte verschiedener stammzellhaltiger 
Populationen belegen (Bliss et al., 2007). Verschiedene Gewebe können für die 
Entnahme von Stammzellen in Betracht gezogen werden. Mononukleäre Zellen 
humanen Nabelschnurblutes (Mononuclear Cells = MNC, Human Umbilical Cord Blood 
Cells = HUCBC) erzielten vielversprechende Effekte bei der Therapie experimenteller 
Schlaganfallmodelle. 2001 konnten Chen et al. erstmals demonstrieren, dass HUCB 
MNC das neurologische Defizit verbessern. Durch Folgestudien konnte belegt werden, 
dass Zellen aus humanem Nabelschnurblut immunmodulatorische und zytoproliferative 
Fähigkeiten besitzen können, die die neuroregenerativen Effekte erklären können 
(Taguchi et al., 2004; Yu et al., 2009). HUCB MNC weisen in vielerlei Hinsicht Vorteile 
gegenüber Stammzellen aus anderen Geweben auf, die im folgenden Abschnitt kurz 
diskutiert werden sollen. 
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1.2.1.  Vorteile humaner Nabelschnurblutzellen 
Unkomplizierte Bereitstellung 
Humanes Nabelschnurblut steht im Gegensatz zu anderen Gewebequellen als akute 
Therapieform des Schlaganfalles problemlos zur Verfügung (Broxmeyer et al., 2003). 
Adultes Knochenmark stellt zwar ebenfalls ein Gewebe mit stammzellhaltigen 
Populationen dar, jedoch ist die Gewebegewinnung logistisch und zeitlich aufwendig, 
sodass unter Umständen wertvolle Zeit bis zum Therapiebeginn verloren gehen kann 
(Park et al., 2009). Humanes Nabelschnurblut kann unproblematisch und ohne großen 
logistischen Aufwand gewonnen werden und steht anschließend langfristig zur 
Verfügung, da die Zellen kryokonserviert werden können. Die Kryokonservierung mindert 
die Proliferations- und Differenzierungskapazität von hämatopoetischen Stamm- und 
Vorläuferzellen aus humanem Nabelschnurblut nach bisherigen Kenntnissen nicht ab 
(Yamamoto et al., 2011). 
Peripher-intravenöse Applikationsmöglichkeit 
Zahlreiche Studien belegen, dass eine periphere intravenöse Verabreichung von HUCB 
MNC einen therapeutischen Effekt im ischämischen Gewebe hervorruft (siehe Tab.1, 
S.12). Alternative Applikationswege können risikobehaftet sein. So wurden neurale 
Stamm- und Vorläuferzellen in einer klinischen Studie stereotaktisch direkt in das 
zerebrale Gewebe eingebracht (Kondziolka et al., 2005). Diese Art der Transplantation 
birgt ein erhöhtes Infektionsrisiko und gegebenenfalls eine schwer vorhersehbare 
Verletzungsgefahr zerebraler Strukturen. Mit der Transplantation humaner 
Nabelschnurblutzellen steht eine Therapieoption zur Verfügung, die minimal invasiv und 
ohne große Komplikationen appliziert werden kann (Yu et al., 2009). 
Geringe Abstoßungsreaktion nach Transplantation 
In mehreren präklinischen Studien konnte ein therapeutischer Erfolg mit mononukleären 
Zellen aus humanem Nabelschnurblut nachgewiesen werden, ohne dass eine 
begleitende Immunsuppression durchgeführt wurde (Chen et al., 2001). Eine 
lebenslange Immunsuppression ist für Patienten immer mit gesundheitlichen 
Belastungen und einschränkenden Lebensumständen verbunden. Aufgrund der 
immunologischen Naivität der Zellen ist das Risiko einer Abstoßungsreaktion gering 
(Gluckman et al., 1997). Eine klinische Anwendung humaner Nabelschnurblutzellen ist 
daher möglicherweise ohne dauerhafte Immunsuppression realisierbar (Yu et al., 2009).   
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Erweitertes therapeutisches Zeitfenster 
Bislang steht eine therapeutische Intervention lediglich in den ersten 4,5h nach dem 
ischämischen Ereignis unter Nutzung der systemischen Thrombolysetherapie zur 
Verfügung. Eine Behandlung mit humanem Nabelschnurblut ermöglicht ein erweitertes 
therapeutisches Fenster von bis zu 72 Stunden (Boltze et al., 2011b). 
Ethisch vertretbare Gewebequelle 
Humanes Nabelschnurblut stellt eine ethisch vertretbare Gewebequelle für 
stammzellhaltige Populationen dar. Die Stammzellentnahme erfolgt aus der 
Nabelschnur, ein Gewebe, dass nach der Geburt des Kindes seine Funktion verliert. Im 
Gegensatz dazu müssen embryonale Gewebequellen aus moralischer, ethischer und 
religiöser Sicht kritisch hinterfragt werden. Für eine Vielzahl von Menschen erscheint es 
inakzeptabel, embryonales Gewebe zur Therapie von Erkrankungen zu verwenden, da 
durch die Entnahme ein humanes Leben vernichtet wird (Daar et al., 2004).  
 
Viele präklinische Studien, die eine Therapie mit HUCB MNC untersuchten, erzielten 
eine Reduktion des Infarktvolumens und eine Verbesserung der sensomotorischen 
Fähigkeiten. Die meisten Daten wurden jedoch mit jungen und gesunden Tieren erhoben 
(siehe Tab. 1, S. 12). Bisher wurde nur vereinzelt der Versuch unternommen, 
experimentell eine Annäherung an den klinisch multimorbiden Schlaganfallpatienten zu 
erreichen, indem morbide Tiere verwendet wurden (Boltze et al., 2005; Boltze et al., 
2011a; Riegelsberger et al., 2011). Der Aspekt des höheren Lebensalters, in dem 
gehäuft Schlaganfälle auftreten, wurde in HUCB MNC-Studien bisher gänzlich 
unberücksichtigt gelassen. Zudem analysierten bisherige tierexperimentelle Studien die 
HUCB MNC-Wirkung zumeist unverblindet, in einem oft nicht ausreichenden Zeitraum 
und mit einfachen Verhaltensanalysen (Borlongan et al., 2004; Vendrame et al., 2004). 
Es besteht die dringende Notwendigkeit, den Effekt von humanem Nabelschnurblut auch 
in jungen und alten Tieren mit Vorerkrankungen zu bestätigen, um vergleichbare 
Bedingungen zu dem klinisch multimorbiden älteren Schlaganfallpatienten zu schaffen. 
Aussagekräftige und qualitativ hochwertige Methoden sollten angewandt werden, um mit 
den Ergebnissen einer solchen Studie eine Translation dieser Therapiemöglichkeit in 
den klinischen Alltag zu erleichtern. 
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Tab. 1: Übersicht zu Studien mit humanem Nabelschnurblut 
 
 
Literatur 
Trans- 
plantation 
Beobachtungs-
zeitraum 
Verhaltenstests 
Weitere 
Untersuchungen 
Komorbide 
Tiere 
Erhöhtes 
Alter 
Erfolg 
Chen et al. 
2001 
 
24h, 7d 
 
35 Tage RotaRod, mNSS 
Infarktvolumen,  
Histologie 
Nein Nein Ja 
Borlongan et al. 
2004 
sofort 3 Tage 
Passive Avoidance Test,  Elevated 
Body Swing Test 
Infarktvolumen Nein Nein Ja 
Vendrame et al. 
2004 
24h 28 Tage 
spontane Aktivität,  Elevated Body 
Swing Test, Step Test 
Infarktvolumen Nein Nein Ja 
Xiao et al. 2005 48h 7 Tage Stepping Test, mNSS Infarktvolumen Ja Nein Ja 
Boltze et al. 
2005 
8h 29Tage RotaRod, mNSS, BeamWalk Infarktvolumen Ja Nein Ja 
Vendrame et al. 
2005 
24h 2 Tage - Histologie Nein Nein Ja 
Mäkinen et al. 
2006 
24h 25 Tage 
BeamWalk, Limb Placing- , 
Zylinder-, Morris- Water Test 
Infarktvolumen Nein Nein Nein 
Newcomb et 
al.2006 
48h 3h-1Mo Step Test, RotaRod 
Infarktvolumen, 
Histologie 
Nein Nein Ja 
Zawadzka et al. 
2009 
24h 7 Tage Diverse somatosensorische Tests Infarktvolumen Nein Nein Nein 
Boltze et al (a) 
2011 
24h 29 Tage RotaRod Histologie Ja Nein Ja 
Boltze et al. (b) 
2011 
4, 24, 72, 
120h, 14d 
30 Tage RotaRod, mNSS, BeamWalk 
Infarktvolumen, 
Histologie 
Ja Nein Ja 
Tab. 1: Übersicht zu Studien mit humanem Nabelschnurblut 
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1.3. Methodenauswahl 
In diesem Versuchsvorhaben sollte die klinische Situation eines Schlaganfallpatienten in 
Hinsicht auf Risikofaktoren und typischen Begleiterkrankungen präklinisch bestmöglich 
simuliert werden. Daher wurde die Wirkung humaner Nabelschnurblutzellen bei Tieren 
untersucht, die an einem Hypertonus und einer Hyperinsulinämie litten. Die 
Untersuchungen wurden mit zwei verschiedenen Alterskollektiven vorgenommen, um die 
maßgebliche Bedeutung des Alters als relevanten Risikofaktor des Schlaganfalles in die 
Studie zu integrieren.  
Das wichtigste Ziel einer Schlaganfalltherapie ist die Wiederherstellung bzw. 
Verbesserung der motorischen und sensorischen Funktionen, die Patienten nach einem 
Schlaganfall verloren haben. Daher ist auch in präklinischen Schlaganfallstudien von 
Bedeutung, sensomotorische Fähigkeiten der Versuchstiere zu erfassen und 
Behandlungserfolge nachzuweisen. Zur Überprüfung der Neurofunktionalität werden in 
der präklinischen Schlaganfallforschung eine Reihe von Verhaltenstests angewandt 
(siehe Tab.1, S.12). Die meisten Tests fokussieren primär auf einzelne sensorische und 
motorische Funktionen in Extremitäten, die häufig vom Schlaganfall betroffen sind. 
Übersichtsarbeiten empfehlen, mehrere Verhaltenstests in einer Studie zu integrieren, 
um das breite Spektrum sensomotorischer Ausfälle erfassen zu können (Schaar et al., 
2010). Aufgrund dessen wurden die sensomotorischen Fähigkeiten der Versuchstiere in 
dieser Arbeit mithilfe dreier verschiedener Verhaltenstests evaluiert. Einer dieser 
Verhaltenstests war der LadderRung Walking-Test, ein präziser, aber vergleichsweise 
aufwendiger Test zur Beurteilung motorischer und sensorischer Extremitätenfunktionen 
(Metz und Whishaw, 2009). Da der LadderRung Walking-Test am Institut für 
Immunologie und Transfusionsmedizin Leipzig im Rahmen dieser Arbeit erstmals 
eingesetzt wurde, war ein Vorversuch zur Etablierung der Testmethode erforderlich. Der 
Test wurde bisher nur vereinzelt in Schlaganfallstudien angewandt (Metz und Whishaw, 
2002), sodass das Verhalten komorbider Tiere in verschiedenen Altersstufen bisher in 
keiner Studie untersucht wurde. Der Vorversuch diente also einerseits dazu, die 
prinzipielle Eignung des Tests für komorbide und alte Tiere nach einem Schlaganfall zu 
verifizieren. Andererseits sollten optimale Versuchs- und Untersuchungsbedingungen für 
die Tiere ermittelt und Durchführungskriterien entwickelt werden, die möglichst 
schwankungsarme (homogene) Ergebnisse in der späteren Hauptstudie sicherstellen 
sollten (siehe 2.5., S.22).  
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Die Untersuchungen der Studie wurden durch histologische Auswertungen von 
Hirngewebe ergänzt. Hierfür sollte die Stereologie Anwendung finden, ein ebenfalls 
aufwändiges, computergestütztes Verfahren, dass die praktisch annahmefreie Zählung 
histologischer Ereignisse ermöglicht und daher mit einer hohen statistischen 
Aussagekraft einhergeht. Speziell sollte die Proliferationsaktivität therapeutisch 
interessanter Wirtszellpopulationen (z.B. Astrozyten) im Infarktrand untersucht werden. 
Hinsichtlich der einzusetzenden Methode bestanden am Institut für Klinische 
Immunologie und Transfusionsmedizin ebenfalls keine Vorerfahrungen. Bisherige 
Schlaganfallstudien wandten diese Methode nur in Einzelfällen an (Keiner et al., 2009), 
sodass keine hinreichenden Informationen zu Parametergrößen vorlagen, anhand derer 
eine Quantifizierung der Proliferationsaktivität gut möglich gewesen wäre. Es war daher 
essentiell, diese Methode zunächst ebenfalls zu etablieren. Im Rahmen eines weiteren 
Vorversuchs wurden daher Untersuchungen zu wichtigen stereologischen Parametern 
vorgenommen und diese für den späteren Hauptversuch definiert. Weiterhin wurde ein 
standardisiertes Durchführungs- und Auswertungsprotokoll erstellt, das auch in 
weiterführenden Studien eingesetzt werden kann (siehe 2.13, S.33). 
1.4. Fragestellungen 
Das primäre Ziel der vorliegenden Studie ist die Prüfung der therapeutischen 
Wirksamkeit von humanen mononukleären Zellen aus dem Nabelschnurblut in einem 
experimentellen Schlaganfallmodell. Die Verwendung eines komorbiden Rattenstamms 
(spontan-hypertensive Ratte) und die Berücksichtigung des Versuchstieralters sollte die 
Relevanz und Prädiktivität der Studie erhöhen. Vor Beginn der Studie sollte zudem in 
einem Pilotexperiment ein neuer Verhaltenstest, der LadderRung Walking-Test, etabliert 
werden. Dieser Test weist möglicherweise eine höhere Sensitivität als bisher verwendete 
Textsysteme auf. Zudem ist er unabhängig von kognitiven Eigenschaften wie Lernen und 
Motivation und somit unter Umständen für die Analyse von sensomotorischen Defiziten 
in alten Versuchstieren geeignet. Aus dieser Zielstellung ergaben sich die folgenden 
Fragen: 
 
1.    Ist der LadderRung Walking-Test ein geeigneter Verhaltenstest zur Langzeitanalyse 
sensomotorischer Defizite hypertensiver Ratten, und kann dieser Test auch mit alten 
Versuchstieren durchgeführt werden? 
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2.    Erzielt die Transplantation mononukleärer Zellen aus humanem Nabelschnurblut 24 
Stunden nach dem Schlaganfall eine therapeutische Wirksamkeit bei jungen und alten 
hypertensiven Ratten? 
 
3.    Kann eine unterschiedliche Ansprechbarkeit der experimentellen Therapie bei alten 
und jungen Versuchstieren beobachtet werden? 
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2. Material und Methoden 
2.1. Versuchsdesign 
Die vorliegende Arbeit beinhaltet fünf Teilbereiche, die in Abbildung 3 schematisch 
dargestellt sind. Der LadderRung Walking-Test wurde zunächst in einem Vorversuch 
etabliert. Anschließend konnte die Datenerhebung in der Hauptstudie erfolgen. Der dritte 
Teilbereich der Arbeit befasste sich mit der statistischen Etablierung des 
LadderRung Walking-Tests mithilfe der gewonnen Daten aus der vorausgegangenen 
HUCBC-Studie. Es wurden anschließend histologische Färbungen der Gehirne 
angefertigt, um eine Quantifizierung der Proliferationsaktivität im Bereich des 
Infarktrandes vorzunehmen. Hierfür wurde die Stereologie in einem weiteren Teilbereich 
der Arbeit etabliert. Schließlich erfolgte die Auswertung aller gewonnen Daten.    
Abb. 3: Aufbau der Arbeit in der Übersicht 
In Abbildung 3 sind die fünf Teilbereiche der vorliegenden Arbeit schematisch demonstriert. Der erste Teil der 
Studie befasste sich mit der Etablierung des LadderRung Walking-Tests, was sowohl die Konstruktion des 
Testapparates als auch einen Vorversuch über 64 Tage beinhaltete. Anschließend erfolgte die Datenerhebung zur 
HUCBC-Studie. Im Anschluss an die Datenerfassung wurde eine statistische Etablierung des LadderRung Walking-
Test vorgenommen. Der vierte Teilbereich der Arbeit befasste sich mit der Etablierung der Stereologie, um eine 
histologische Quantifizierung der Proliferationsaktivität im Gebiet des Schlaganfalles durchführen zu können. 
Schließlich beinhaltete der fünfte Teil der Arbeit die Auswertung der gewonnen Daten aus der HUCBC-Studie. 
 
In der HUCBC-Studie wurde mit 54 spontan hypertensiven Ratten (SHR) gearbeitet. Bei 
diesen wurde ein experimenteller Schlaganfall induziert; 24 Stunden später erfolgte die 
Transplantation mononukleärer Zellen humanen Nabelschnurblutes (HUCB MNC). Vom 
vierten bis zum zehnten postoperativen Tag wurde den Tieren Bromodesoxyuridin (BrdU) 
injiziert, um im späteren Verlauf die Proliferationsaktivität zerebraler Zellen nachweisen zu 
können. In regelmäßigen Abständen erfolgten MRT-Untersuchungen. Zur Überprüfung der 
sensomotorischen Fähigkeiten der Tiere wurden drei verschiedene 
Verhaltensuntersuchungen mehrfach durchgeführt. Die Studie beinhaltete einen 64-
tägigen Untersuchungszeitraum (detaillierter, zeitlicher Ablauf der HUCB-Studie in 
Abbildung 4, S.17). 
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Abb. 4: Zeitlicher Versuchsablauf der HUCBC-Studie 
Im Rahmen der HUCBC-Studie wurde den 54 Versuchstieren ein Schlaganfall (OP) induziert.  Einen Tag vor und in 
regelmäßigen Abständen nach der Operation erfolgten folgende funktionelle Verhaltenstests: LR = 
LadderRung Walking-Test; mNSS = modified Neurological Severity Score; BW = BeamWalk-Test sowie MRT-
Untersuchungen. Die Transplantation (TX) erfolgte 24 Stunden postoperativ. Bromodesoxyuridin (BrdU) wurde für 
sieben Tage intraperitoneal injiziert. Die Tiere überlebten 64 Tage, bevor der Versuch durch Tötung abgeschlossen 
wurde (S). 
 
2.2. Präklinische Qualitätssicherung 
In den letzten Jahren wurden Empfehlungen ausgearbeitet, um die Qualität präklinischer 
Schlaganfallstudien zu verbessern, systematische Fehler zu vermeiden und eine 
Translation in den klinischen Alltag zu erleichtern. Solche Empfehlungen wurden erstmals 
von den Teilnehmern des Stroke Therapy Academic and Industry Roundtable (STAIR) 
vorgeschlagen (STAIR, 1999), die in den Folgejahren überarbeitet und ergänzt wurden 
(Sena et al., 2007; Crossley et al., 2008; Macleod et al., 2009). Aus all diesen Quellen 
ergeben sich folgende Empfehlungen für qualitativ hochwertige Studien: 
 
1. Quantifizierung der funktionellen und histologischen Regeneration 
2. Randomisierung  
3. verblindete Auslösung des Schlaganfalles 
4.  verblindete Auswertung der funktionellen und histologischen Daten 
5. Kontrolle physiologischer Parameter 
6. Anwendung komorbider und alter Tiere 
7. Festlegung von Einschluss- und Ausschlusskriterien 
8. Kalkulation der Gruppengrößen a priori 
9.  Langzeitanalysen 
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Die Kriterien wurden wie folgt in das Studiendesign integriert: 
1. Quantifizierung der funktionellen und histologischen Regeneration 
Die funktionelle Regeneration wurde mithilfe dreier verschiedener Verhaltenstests 
untersucht (LadderRung Walking-Test, mNSS-Test, BeamWalk-Test). Eine histologische 
Auswertung des zerebralen Gewebes wurde unter Verwendung der Stereologie 
vorgenommen. 
 
2. Randomisierung 
Eine Randomisierung der Tiere zu Kontroll- und Therapiegruppe erfolgte 24 Stunden nach 
der Induktion des Schlaganfalles mittels Münzwurf. 
 
3. verblindete Auslösung des Schlaganfalles 
Der Operateur hatte keine Kenntnis von der Gruppenzugehörigkeit der Tiere, da die 
Zuordnung zu Therapie- und Kontrollgruppe 24 Stunden postoperativ erfolgte. 
 
4. verblindete Auswertung der funktionellen und histologischen Daten 
Die Transplantation der Stammzellen bzw. der Kontrolllösung erfolgte verblindet. Bei der 
Durchführung und der Auswertung der funktionellen und histologischen Daten wurde 
ebenfalls verblindet gearbeitet.  
 
5.  Kontrolle physiologischer Parameter  
Im gesamten Operationsverlauf wurde die Körpertemperatur und die Herzfrequenz 
überwacht. Zudem wurde das postoperative Körpergewicht für 10 Tage kontrolliert.  
 
6. Anwendung komorbider und alter Tiere 
In dieser Studie wurden Untersuchungen mit jungen und alten komorbiden Tieren 
durchgeführt. Sowohl Sena et al. (2007) als auch die STAIR-Teilnehmer wiesen darauf 
hin, dass das Alter einen wesentlichen Effekt auf die Prozesse der spontanen 
Regeneration hat (Fisher et al., 2009). Studien, die mit alten Tieren durchgeführt werden, 
beziehen im Gegensatz zu Experimenten mit ausschließlich jungen Ratten diesen 
entscheidenden Aspekt mit ein. 
 
7. Festlegung von Einschluss- und Ausschlusskriterien 
Vor Beginn der Experimente wurden Einschluss- und Ausschlusskriterien für verschiedene 
Teilbereiche des Versuches definiert. Es wurden die Tiere vom Versuch ausgeschlossen, 
die präoperativ keine ausreichende Leistung bei der Absolvierung der Verhaltenstests 
erbracht hatten (siehe 2.9., S. 27). Tiere, die während der Operation starke 
Körpertemperaturschwankungen aufwiesen, wurden ebenfalls nicht in den Versuch 
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eingeschlossen. Der Erfolg der Transplantation wurde nach vorab definierten Kriterien 
bewertet und demnach das Tier ein-oder ausgeschlossen (siehe 2.7., S. 26). Mit Hilfe von 
MRT-Untersuchungen war es möglich, Teilverschlüsse der A. cerebri media, das einem 
Verschluss der A. cerebri media oberhalb vom Abgang hirnversorgender Arterien 
entspricht, postoperativ nachzuweisen und diese Tiere gegebenenfalls aus dem Versuch 
auszuschließen. 
 
8. Kalkulation der Gruppengrößen a priori 
Die Tieranzahl für diese Arbeit wurde mithilfe einer a-priori Poweranalyse festgelegt. Das 
Infarktvolumen konnte hierbei als stabile Effektgröße herangezogen werden, da 
Ergebnisse zu den Infarktgrößen (Mittelwert: 120 mm3,  Sigma = 25mm3) aus 
vorangegangenen Untersuchungen vorlagen. Es wurde ein T- Test mit einem 
Signifikanzniveau von 0,05 bei einer Teststärke (Power) von 0,8 angenommen. Ein 
Mittelwertunterschied von 25% (30mm3) in den Infarktvolumina diente als Effektgröße. Da 
für die alten Versuchstiere keine Vordaten über die Größe und Varianz des 
Infarktvolumens vorlagen, wurde die Poweranalyse analog zu den Daten der jungen Tiere 
durchgeführt. Aufgrund der angenommen höheren Letalität alter Ratten wurde die 
Gruppengröße um jeweils 3 Tiere erweitert. Die Studie wurde daher anhand der 
Ergebnisse der Poweranalyse mit 12 jungen und 15 alten Tieren pro Versuchsgruppe 
durchgeführt. 
 
9.  Langzeitanalysen 
In dieser Versuchsreihe wurde der Langzeiteffekt eines experimentell induzierten 
Schlaganfalles bei hypertensiven Tieren untersucht. In einem Zeitraum von 64 Tagen 
wurden in regelmäßigen Abständen Verhaltenstests und MRT-Untersuchungen 
vorgenommen; anschließend erfolgte eine histologische Auswertung des zerebralen 
Gewebes.    
2.3. Versuchstiere 
Der Tierversuch wurde nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes genehmigt (TVV 18/07). 
Alle experimentellen Prozeduren wurden streng nach den Tierschutzvorgaben des 
Regierungsbezirks Leipzig durchgeführt. 
Für die Versuche wurden 54 spontan hypertensive Ratten verwendet (Charles River 
WIGA GmbH, Sulzfeld). Dieser Rattentyp zeichnet sich durch einen essentiellen 
Hypertonus aus (Okamoto und Aoki, 1963). Zusätzlich weisen die Tiere eine 
Hypercholesterin- und Hypertriglyzeridämie sowie erhöhte Insulinwerte auf (Swislocki und 
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Tsuzuki, 1993). Die Kombination pathologischer Blut- und Kreislaufparameter ist sehr 
häufig im Risikoprofil eines Schlaganfallpatienten zu finden. Die spontan hypertensive 
Ratte ist daher ein geeignetes Modell, die prämorbide Situation des Patienten zu 
simulieren. 
Weitere Merkmale der SHR sind die herabgesetzte zerebrale Autoregulation und die 
geringe Anastomosierung des zerebrovaskulären Systems (Hoffman et al., 1981; Coyle, 
1984). Diese Merkmale können erklären, warum durch Okklusion der A. cerebri media 
reproduzierbare kortikale Infarkte geringer Variabilität erzeugt werden können (Brint et al., 
1988). 
Für die vorliegende Studie wurden jung-adulte SHR (4 Monate, n=24) und alte SHR 
(18 Monate, n=30) verwendet (nach Angaben des Herstellers liegt die Lebenserwartung 
von SHR zwischen 18-24 Monaten). Zu Versuchsbeginn erreichten die viermonatigen 
Ratten ein Durchschnittsgewicht von 277 g, die 18 Monate alten Tiere ein 
durchschnittliches Gewicht von 380 g. Die Versuchstiere wurden in einem klimatisierten 
Tierstall bei einer Temperatur von 23 °C gehalten. Eine künstliche Beleuchtung sorgte für 
einen zwölfstündigen Hell-Dunkel-Rhythmus, wobei die Lichtphase um 6 Uhr morgens 
begann. Futterpellets und Wasser standen den Tieren ad libitum zur Verfügung. Nach 
Anlieferung verblieben die Ratten in einer einwöchigen Quarantäne. Außerdem wurde den 
Versuchstieren eine zweiwöchige Eingewöhnungs- und Präkonditionierungszeit 
eingeräumt. Während des Versuches wurden die Versuchstiere in Gruppen von vier bis 
fünf Tieren gehalten.  
2.4. Operatives Prozedere 
Die durch Tamura et al. (1981) erstmalig beschriebene permanente Okklusion der A. 
cerebri media (MCAO) ist eine sichere Methode, reproduzierbare Infarkte bei niedriger 
Mortalität und gesichertem Langzeitüberleben zu schaffen. Sie wurde bei allen 
Versuchstieren in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. med. D. Wagner durchgeführt.  
2.4.1. Vorbereitung  
Die Ratte erhielt ein intraperitoneal appliziertes Narkosegemisch, bestehend aus 
100mg/kg Ketaminhydrochlorid, 15mg/kg Xylazinhydrochlorid und 0,1mg/kg Atropinsulfat. 
Das Ausbleiben des Kornealreflexes und die fehlende Reaktion auf einen Schmerzreiz am 
Fuß dienten nach der Injektion als Kriterien einer ausreichenden Anästhesie. Nach der 
Rasur des geplanten Operationsgebietes wurde zum Schutz beider Augen vor 
Austrocknung Bepanthen-Augensalbe aufgetragen. Im Verlauf der Operation lag das Tier 
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auf einem temperaturkontrollierten Wärmepad (Fine Science Tools Inc., Heidelberg, 
Deutschland), da während der Narkose die Auskühlung des Körpers drohen kann. Die 
rektale Temperaturmessung erfolgte kontinuierlich. 
2.4.2. Induktion des Schlaganfalles 
Das Tier wurde in einen Schnauzenhalter eingespannt, um eine ausreichende Fixation 
des Kopfes zu gewährleisten (siehe Abb. 5A). Auf der rechten Seite oberhalb des 
Musculus temporalis wurde zwischen Ohr und Auge ein 1cm langer Hautschnitt gesetzt. 
Die Fossa temporalis wurde mikroskopisch dargestellt.  
Die tangentiale Ausdünnung des Schädelknochens erfolgte mit einem K9 Zahnarzt-
bohrer. Die so entstandene, zarte Knochenlamelle wurde im Anschluss mit einer Pinzette 
entfernt. Dabei wurde darauf geachtet, eine intakte Dura mater zu belassen. Diese wurde 
lokal neben der A. cerebri media mit einer 27 G Kanüle inzisiert und verschoben. Die 
Arteria cerebri media wurde zwischen der Vena cerebri superior und der Vena cerebri 
inferior aufgesucht. Durch die klaren anatomischen Strukturen ist es möglich, eine 
vergleichbare anatomische Höhe des Gefäßverschlusses zu erzielen und damit 
vergeichbare Ausfallerscheinungen zu induzieren (Abb. 5B). Die Arterie wurden mit einem 
Haken aus dünnem Stahldraht (Ø 0,2mm), der in einem stereotaktischen Rahmen 
eingespannt war, unterfahren und ca. 1,5-2mm angehoben. Der permanente Verschluss 
der mittleren Zerebralarterie erfolgte durch Elektrokauterisierung. Anschließend wurden 
Faszie und Haut durch Einzelknopfnähte mit resorbierbarem Faden der Größe 6-0 
verschlossen. Die Tiere wurden anschließend zur ungestörten Wundheilung und zur 
adäquaten oralen Schmerzmedikation für fünf Tage in Einzelkäfigen belassen.  
 
Abb. 5: Operation 
Wie in Abbildung A ersichtlich, wurde das Tier, auf einem Wärmekissen liegend,  in einem Schnauzenhalter fixiert. 
Herzfrequenz- und Blutdruckmessung erfolgte über einen Pulsoxymeter. Die Augen wurden mit Bepanthen-
Augensalbe geschützt. In Abbildung B ist ein Ausschnitt des Operationsgebietes zu sehen. Die mittlere 
Zerebralarterie, mit einem schwarzen Pfeil gekennzeichnet, wurde unterhalb der V. cerebri inferior (weißer Peil) 
aufgesucht und thermisch koaguliert. (Bildquelle Boltze; 2008; Dissertation) 
 
A B 
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2.4.3. Nachsorge 
Eine postoperative Schmerztherapie erfolgte mit einem Gemisch aus 0,2ml Metamizol und 
0,2ml Glucose, welches in 40ml Wasser verdünnt wurde und dem Tier als Tränke zur 
Verfügung stand. Eine tägliche postoperative Gewichtskontrolle erfolgte für zehn Tage 
mittels einer Kleintierwaage. 
2.5. LadderRung Walking-Test 
Der LadderRung Walking-Test stellt einen Verhaltenstest dar, der sensomotorische 
Defizite nach einem Schlaganfall beurteilen und quantifizieren kann. Der Test wurde 
erstmals von Metz und Wishaw (2002) in einem fokalen Ischämiemodell, das zu einem 
neokortikalen Schaden führt, bei Experimenten mit Wistar-Ratten eingesetzt. Einige 
wenige Arbeitsgruppen verwendeten den Test in Modellen neurodegenerativer 
Erkrankungen, um den Verlust sensomotorischer Funktionen abschätzen zu können 
(Faraji und Metz, 2007; Ploughman et al., 2007). Bisher wurde der LadderRung Walking-
Test weder in einem Ischämiemodell mit kortikalem Schädigungsmuster noch mit spontan 
hypertensiven Ratten angewandt, sodass es erforderlich war, einen Vorversuch zur 
Etablierung des Tests durchzuführen. 
2.5.1. Formale Etablierung des LadderRung Walking-Tests 
Aufbau 
Zunächst wurde der Testaufbau des LadderRung Walking-Tests nach der 
Versuchsanordnung von Metz et al. (2002) in Zusammenarbeit mit Herrn Mitja Bojko 
angefertigt. Dies beinhaltete die Herstellung des LadderRung-Testapparates sowie die 
Auswahl einer Kamera zur Aufnahme der Testdurchläufe und einer geeigneten Software 
zur Auswertung der Videoaufnahmen. 
Der LadderRung-Testapparat besteht aus zwei parallel verlaufenden, 1m langen 
Plexiglasplatten. Metallstäbe von 7cm Länge und einem Durchmesser von 3mm bilden 
eine horizontale Leiter und können in einem regulären oder variablen Abstand von 1-5cm 
zwischen den Plexiglasplatten angebracht werden. Die horizontale Leiter befindet sich auf 
einer Höhe von 25cm (siehe Abb. 6A, S.23). Die Versuchsdurchläufe wurden von einer 
Kamera (Sony, HDR-HC5E) aufgenommen, die an der Frontseite des 
LadderRung Walking-Tests in einem Abstand von 1,5m aufgestellt wurde (Abb. 6B, S.23). 
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Abb. 6: LadderRung Walking-Test 
Abbildung A zeigt eine schematische Darstellung des Testapparates. Dieser besteht aus zwei 1m (A) langen 
Plexiglasplatten, die in einem Abstand von 7cm (B) parallel aufgestellt sind. Metallstäbe, die in einer Höhe von 
25cm (C) angebracht sind, bilden eine horizontale Leiter, die die Versuchstiere überqueren. In Abbildung B ist die 
vollständige Versuchsanordnung des LadderRung Walking-Tests (Testapparat und Kameraaufbau)  zu sehen. 
 
Vorversuch 
Im Anschluss an die Konstruktion des Verhaltenstests wurde der Testapparat auf seine 
Funktionalität hin überprüft und Kriterien zur Durchführung des Verhaltenstests definiert. 
Hierfür wurde ein 64-tägiger Vorversuch, angelehnt an das Versuchsdesign der späteren 
Studie, mit sieben Ratten geplant und durchgeführt. Der Vorversuch diente zur 
Beantwortung folgender Fragen: Ist der LadderRung Walking-Test mit jungen und alten 
SHR durchführbar? Können sensomotorische Defizite nach MCAO bei SHR 
nachgewiesen werden? Ist eine Konditionierung der Tiere notwendig und hat sie einen 
Effekt auf die Baseline- bzw. Testlaufergebnisse? Wie viele Testdurchläufe sind je 
Versuchstag notwendig? 
Die Tiere erhielten unterschiedlich intensive Eingewöhnungsphasen bzw. 
Trainingseinheiten, die Anzahl der Durchläufe variierte von drei bis fünf Läufen je 
Konditionierungseinheit bzw. Versuchstag (siehe Tab. 2, S. 24). Bei einigen Tieren wurde 
eine Lichtquelle an den Anfang des LadderRung Walking-Tests gestellt, um die Tiere 
zusätzlich zu motivieren, den Testapparat zu durchqueren. Für zwei Tiere wurde der 
Heimatkäfig mit und ohne bekannte Ratten an das Ende des LadderRung Walking-Tests 
positioniert, um einen Anreiz für das Durchlaufen des Tests zu bieten. Die 
Versuchsbedingungen für die Tiere wurden wie folgt variiert:  
 
 
 
B A 
A 
B 
C 
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Tab. 2: Vorversuch LadderRung Walking-Test 
Ratte 
Anzahl 
der 
Läufe 
mehrtägiges 
Training vor  
Baseline 
einmaliges 
Training vor 
Baseline/ 
Testdurchlauf 
Einmaliges 
Training vor 
Baseline 
Licht-
quelle 
Heimat-
käfig ohne 
Ratten 
Heimat-
käfig mit 
Ratten* 
1 5 X      
2 5   X    
3 5  X     
4 3    X X  
5 3    X X  
6 3    X  X 
7 3    X  X 
*  Die Ratten im Heimatkäfig waren für das Versuchstier bekannt. 
 
Durch den Vorversuch konnte bestätigt werden, dass der LadderRung Walking-Test mit 
hypertensiven Ratten durchführbar ist. An allen postoperativen Versuchstagen konnte ein 
funktionelles Defizit auf der kontralateralen Seite detektiert werden. Eine mehrtägige 
Konditionierung vor der Analyse der präoperativen Leistung bzw. ein einmaliges Training 
vor den jeweiligen Testdurchläufen hatte keinen Einfluss auf die Absolvierung des Tests 
oder die Anzahl der Fehler. Eine Anzahl von drei Testdurchläufen je Versuchstag erwies 
sich als sinnvoller als fünf Durchläufe, da die Motivation, den LadderRung Walking-Test zu 
überqueren, mit der Anzahl der Durchläufe sank. Ein Heimatkäfig mit bekannten Ratten, 
der an das Ende des LadderRung Walking-Tests gestellt wurde, bot einen Anreiz, den 
Testapparat zu durchlaufen, um in den Heimatkäfig zu gelangen (positiver Verstärker). 
Eine Lichtquelle (negativer Verstärker) erzielte keine nennenswerten Effekte. 
Testdurchführung 
Pro Tag und Tier wurden drei Testdurchläufe bewertet. Das Versuchstier durchläuft den 
LadderRung Walking-Test, wobei alle Tiere dieselbe Richtung verwenden. Für die 
Erhebung der Baseline wurde ein regulärer Abstand der Sprossen von 1cm gewählt. Für 
die Testdurchläufe wurden die Sprossenabstände variiert (siehe Abb. 7, S. 25), um die 
Konditionierung an das Sprossenmuster zu verhindern. An den jeweiligen 
Untersuchungstagen wurde dieselbe irreguläre Sprossenreihenfolge für alle Versuchstiere 
angewandt, um den Schwierigkeitsgrad zu standardisieren und um die Vergleichbarkeit 
Material und Methoden 
 
25 
 
der Läufe zu gewährleisten. Verweigerte das Tier am Tag der Baseline, den 
LadderRung Walking-Test zu durchlaufen, wurde es vom Versuch ausgeschlossen.  
 
Abb. 7: Sprossenreihenfolgen an den verschiedenen 
Versuchstagen 
Repräsentativ dargestellt sind die ersten 20 cm der insgesamt 1m langen 
Sprossenleiter. Das Sprossenmuster wiederholte sich alle 20 cm. 
 
Analyse der Videoaufnahmen 
Die Videoaufnahmen wurden unter Nutzung der Adobe Premiere Elements 4.0-Software 
Bild für Bild analysiert. Die Durchläufe wurden auf folgende Punkte untersucht: Dauer des 
Laufes, Anzahl der Schritte, Fehleranzahl, Platzierungsqualität des Fußes. Bei der 
Analyse der Laufzeit der Tiere wurden Ruhephasen, die den Lauf unterbrochen haben, 
nicht mit in die Berechnung der Gesamtzeit einbezogen. Für die Ermittlung der Schritt- 
und Fehleranzahl sowie der Fußpositionierung wurden die Füße einzeln ausgewertet. Die 
Fehlerrate ergab sich aus dem Verhältnis der Anzahl der Fehler zu der Gesamtanzahl der 
Schritte. Die Genauigkeit der Vorder- und Hinterfußplatzierung auf der Sprosse wurde für 
jeden Schritt analysiert. Die Einteilung der Fußplatzierung erfolgte nach Fehler und Erfolg. 
Verfehlte die Ratte die Sprosse oder rutschte von dieser hinab, so wurde dies als Fehler 
gewertet. Eine korrekte Platzierung des Fußes mit dem Fuß bzw. den Zehen wurde als 
Erfolg beurteilt. Der Schritt nach einem Fehler wurde nicht mit in die Analyse einbezogen, 
da das Versuchstier zunächst eine Korrekturbewegung durchführen musste. Wurden 
verschiedene Schrittkombinationen zur gleichen Zeit ausgeführt, so wurde das 
schlechteste Schrittergebnis notiert. 
2.5.2. Statistische Etablierung des LadderRung Walking-Tests 
Die statistische Etablierung des LadderRung Walking-Tests erfolgte in Zusammenarbeit 
mit Herrn Dr. D. Hasenclever und Herrn PD Dr. M. Scholz (Institut für Medizinische 
Informatik, Statistik und Epidemiologie der Universität Leipzig). 
Tag -1 
 
Tag 2 
 
Tag 12 
 
Tag 27 
 
Tag 40 
 
Tag 55 
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Der LadderRung Walking-Test wurde mithilfe der erhobenen Daten aus der HUCBC-
Studie zunächst auf seine Validität hin überprüft. Anschließend wurden Kriterien für die 
statistische Auswertung der Testdaten festgelegt.  
2.6. Isolation von HUCB MNC 
Die Mütter wurden über den Verwendungszweck des Nabelschnurblutes informiert und 
willigten der Spende schriftlich ein. Die Spende wurde im St. Elisabeth-Krankenhaus in 
Leipzig geleistet. Die Aufarbeitung des gewonnenen Nabelschnurblutes erfolgte innerhalb 
von 24 Stunden mit Unterstützung des Instituts für Immunologie und Transfusionsmedizin, 
Leipzig. Um eine mononukleäre Stammzellpopulation aus humanem Nabelschnurblut zu 
erhalten, wurden die zellulären Bestandteile mittels einer Dichtegradientenzentrifugation 
aufgetrennt. Daraufhin war es möglich, die mononukleäre Zellfraktion zu isolieren. 
Anschließend wurde unter Zuhilfenahme der Neubauer-Zählkammer die Anzahl lebender 
und toter Zellen quantifiziert. Zur längerfristigen Aufbewahrung wurde die 
Stammzellpopulation bis zur Transplantation kryokonserviert (Riegelsberger et al., 2011). 
2.7. Transplantation 
Die Transplantation der HUCB-Zellen erfolgte in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. med. D. 
Wagner und Herrn Dr. med. A. Kranz 24h nach dem operativen Verschluss der mittleren 
Zerebralarterie über die Schwanzvene des Versuchstieres. Um einen reibungslosen 
Ablauf der Injektion zu gewährleisten, wurde das Tier mit einer Isofluran-Kurznarkose 
betäubt. Bevor die Flexüle in die Schwanzvene vorgeschoben wurde, ist der Schwanz des 
Tieres zur besseren Darstellung der Vene in einem Wasserbad erwärmt worden. Über die 
Venenverweilkanüle wurden HUCB MNC in einer Dosierung von 
8x106 Zellen/kg Körpergewicht oder eine Kontrolllösung (phosphate buffered saline = 
PBS) infundiert, wobei pro Minute 1ml der Lösung infundiert wurde. Anschließend wurde 
jede Transplantation nach folgenden Kriterien bewertet: 
•  widerstandsloses Vorschieben der Nadel 
•  Füllen der Flexülenkammer mit Blut 
•  widerstandslose Injektion der Lösung 
•  Blutaustritt aus der Wunde nach Entfernen der Flexüle. 
Wurden diese Kriterien erfüllt, so konnte man von einer erfolgreichen Transplantation 
ausgehen; das Tier wurde in den Versuch eingeschlossen. 
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2.8. BrdU-Injektion 
Zur in-vivo Markierung proliferierender Zellen wurde den Versuchstieren vom vierten bis 
zum zehnten postoperativen Tag BrdU injiziert. BrdU ist ein Thymidinanalogon und wird in 
der phosphorylierten Form anstelle des Nukleotids Desoxythymidintriphosphat (dTTP) in 
neu synthetisierte DNA eingebaut. Dieser in der DNA verbleibende Stoff kann später 
mittels spezifischer Antikörper gegen BrdU nachgewiesen werden. Eine stattgefundene 
Zellproliferation zum Zeitpunkt der BrdU-Injektion kann somit visualisiert werden. Das 
BrdU wurde gewichtsadaptiert in einer Dosierung von 100mg/kg Körpergewicht und einer 
Konzentration von 20mg/ml NaCl 0,9% verabreicht. Dazu wurde die Ratte in einer CO2-
Kammer kurzfristig betäubt. Die intraperitoneale Injektion erfolgte unter guter Fixierung 
des Tieres in Rückenlage.  
2.9. Verhaltenstests 
Um sensomotorische Defizite nach dem experimentellen Schlaganfall quantifizieren und 
qualifizieren zu können, wurden folgende Verhaltenstests durchgeführt: mNSS-Test, 
BeamWalk-Test und der LadderRung Walking-Test. Die Tests wurden stets abends 
durchgeführt, um die aktive Zeit der tendenziell nachtaktiven Tiere zu nutzen. Die 
Durchschnittswerte, die die Tiere in den Verhaltenstests präoperativ erreichten, wurden 
als Ausgangswerte (Baseline) definiert. 
2.9.1. BeamWalk-Test 
Die Herausforderung des BeamWalk-Tests besteht darin, eine 1m lange Stahlstange, die 
in 40cm Höhe gelagert ist und einen Durchmesser von 14mm aufweist, zu überqueren 
(Feeney et al., 1982; Hamm et al., 1994). Da der BeamWalk-Test hohe Anforderungen an 
motorische und geschickliche Fähigkeiten stellt, wurden die Versuchstiere im Vorfeld über 
zwölf Tage trainiert. In dieser Zeit konnten sich die Ratten an die Testapparatur des 
BeamWalk gewöhnen und die Fähigkeit erwerben, auf der Stange zu laufen (Abb. 8, 
S. 28) 
Als Testkriterium galt die Zeit zum Überqueren der Stange. Pro Tier und Tag wurden fünf 
Versuchsdurchgänge gemessen. Die Laufzeiten wurden in ein kategoriales System 
überführt und die Mittelwerte der Kategorien berechnet. Je nach Dauer des Laufes wurde 
ein Punktwert von 0 bis 3 vergeben (siehe Tab. 3, S. 28). Die maximale Versuchszeit 
betrug 20s. Konnte die Ratte in diesem Zeitraum die Stange nicht überqueren, wurde der  
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Versuchsdurchgang abgebrochen und das Tier erhielt einen Punktwert von 4. Konnte sich 
das Versuchstier während eines Durchgangs nicht auf der Stange halten und hing an der 
Stange, so wurde dies mit 5 Punkten bewertet. Ein Fall von der Stange entsprach 6 
Punkten, dem schlechtesten Ergebnis im BeamWalk-Test. Tiere, die eine mittlere 
Kategorie ≥ 1 am Tag vor der OP erreichten, wurden vom Versuch ausgeschlossen. 
 
 
Abb. 8: BeamWalk-Test 
 
Tab. 3: Kategorialer Bewertungsmaßstab des BeamWalk-Tests 
Zeit (Sek.) 0-5 5-10 10-15 15-20 >20 Hängen Fallen 
Kategorie 0 1 2 3 4 5 6 
2.9.2. Modified Neurological Severity Score (mNSS) 
Der mNSS-Test (Chen et al., 2001) dient zur Beurteilung von Reflexsystemen, der 
Balance, sowie motorischer und sensorischer Fähigkeiten. Mithilfe der mNSS-Skala kann 
die Schwere neurologischer Ausfälle quantifiziert werden. Es wird ein Punktesystem von 
0-18 angewandt. Besteht das Tier ein Element des Tests, wird dies mit 0 Punkten 
bewertet. Erreicht die Ratte einen Punktwert zwischen eins und sieben, so spricht dieser 
Wert für einen leichten neurologischen Schaden; acht bis zwölf Punkte bedeuten einen 
moderaten und über 13 Punkte einen schweren neurologischen Schaden. Tabelle 4 auf 
Seite 29 gibt einen Überblick über die Bestandteile des Tests: 
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Tab. 4: mNSS-Test im Überblick 
Motorik 
abnorme Bewegungen während des Anhebens der Ratte am Schwanz (30s), (normal = 0, Maximum = 3)  
 
normale Gliedmaßenbewegungen 0/3 
Beugen der Vordergliedmaßen 1/3 
Beugen der Hintergliedmaßen  2/3 
Kopfdrehung > 10° in der Vertikalachse 3/3 
Gangbeurteilung auf ebener Fläche (normal = 0, Maximum = 3)  
 
gerades Laufen 0/3 
Unvermögen, gerade zu laufen 1/3 
Kreisen zur Pareseseite 2/3 
Fallen zur Pareseseite 3/3 
BeamWalk-Beurteilung (normal = 0, Maximum = 6)   
 
sichere Haltung auf der Stange 0/6 
Ergreifen der Balkenseite 1/6 
Umklammern des Stabes, Herunterhängen einer Extremität 2/6 
Umklammern des Stabes, Herunterhängen zweier Extremitäten 3/6 
Balanceversuch, Herunterfallen innerhalb 40 Sekunden 4/6 
Balanceversuch, Herunterfallen innerhalb 20 Sekunden 5/6 
kein Balance-oder Halteversuch, Herunterfallen 6/6 
Sensorik (normal = 0, Maximum = 2) 
 
Stelltest (Platzieren der Pfote auf einer Tischkante zur Stimulation der 
Oberschenkelmuskulatur)) 
1/2 
Schmerztest (Kurzes Zwicken in eine Fußzehe) 2/2 
Reflexsystem (normal = 0, Maximum = 4) 
 
Kornealreflex (Provokation eines Lidschlags durch Berühren der Kornea mit einem 
Wattetupfer) 
1/4 
Schreckreflex (durch plötzlichen Lautreiz, z.B. lautes Händeklatschen) 2/4 
Pinnareflex (Kopfschütteln nach Berührung des Meatus acusticus durch Wattestäbchen) 3/4 
Krämpfe, Myoklonien 4/4 
Maximalpunktzahl 18/18 
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2.9.3.  LadderRung Walking-Test 
Siehe 2.5, S. 22. 
2.10. MRT-Untersuchung  
Die magnetresonanztomographische Untersuchung erlaubt die morphologische 
Beurteilung des Infarktes und die Quantifizierung der Läsionsgröße im Studienverlauf. Die 
T2-TSE-gewichteten Sequenzen wurden an einem 1,5 Tesla System (Philips) in der Klinik 
für Diagnostische und Interventionelle Radiologie des Universitätsklinikums Leipzig 
durchgeführt. Aus jeder Untersuchungs- und Altersgruppe wurden jeweils acht Tiere für 
die MRT-Untersuchung randomisiert ausgewählt.  
2.10.1. Durchführung 
Die Tiere wurden mittels eines Mischanästhetikums (siehe 2.4.1., S.20) narkotisiert und 
auf einer Vorrichtung aus Styropor fixiert (Abb. 9A). Zur Überwachung der Narkosetiefe 
diente ein Luftkissen unter der Ratte, das Atemexkursionen registrierte. Der Kopf des 
Tieres wurde in eine Spule mit einem Durchmesser von 47mm platziert. Es wurden 20 
koronare Schnittbilder aufgenommen (siehe Abb. 9B). Wurde am zweiten postoperativen 
Tag ein Teilinfarkt, das einem inkompletten kortikalen Schaden entspricht, diagnostiziert, 
wurde das Tier vom Versuch ausgeschlossen.  
 
Abb. 9: MRT-Untersuchung 
In A ist die Vorbereitung der Ratte zur Durchführung der MRT-Untersuchung zu sehen. Die Ratte wurde hierfür 
narkotisiert und auf eine Styroporvorrichtung gelegt. Der Kopf des Tieres befand sich in einer Spule mit einem 
Durchmesser von 47mm. Es wurden koronare Schnittbilder angefertigt. Abbildung B zeigt Schnittbilder zwei Tage 
nach dem Verschluss der mittleren Zerebralarterie. Der Infarkt (rot markiert) stellt sich hyperintens dar. 
(Arbeitsgruppeneigenes Dokumentationsmaterial) 
2.10.2. Auswertung der Schnittbildserien 
Die Analyse der Schnittbildserien erfolgte ohne Kenntnis der Gruppenzugehörigkeit der 
Tiere in Zusammenarbeit mit Frau Cornelia Voigt. Die Auswertung wurde mit der 
Bildauswertungssoftware ImageJ durchgeführt (Abramoff et al., 2004). Zur Ermittlung des 
A B 
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Infarktvolumens wurden die Flächen der linken und rechten Hemisphäre, von linkem und 
rechtem Seitenventrikel sowie die Fläche des hyperintensen Infarktareals auf den 
Schnittbildern vermessen. An späteren Untersuchungstagen konnte in einigen Fällen die 
ischämische Läsion nicht von dem ipsilateralen Ventrikel abgegrenzt werden. Die Ursache 
dafür kann in der Infarktorganisation gesehen werden. Im Rahmen dieses Prozesses 
weitet sich der ipsilaterale Seitenventrikel aus und Signalüberlagerungen von 
hyperintensem Ventrikel und Infarktareal sind möglich. Um diesem Problem Rechnung zu 
tragen, erfolgte die Ermittlung der Läsionsgröße durch folgende Formel: 
 
                 Korrigierte Infarktgröße = unkorrigierte Infarktgröße + (ipsilat. Ventrikel – kontralat. Ventrikel) 
 
Das Infarktvolumen konnte nun unter Berücksichtigung der Schnittdicke (1mm) und des 
Schnittbildabstandes (mm) extrapoliert werden.  
2.11. Tötung, transkardiale Perfusion und Lagerung 
Nach 64 Untersuchungstagen wurden die Tiere getötet und die Gehirne für weitere 
Untersuchungen entnommen.  
Die Tiere wurden hierfür in eine Kunststoffkammer gesetzt, die langsam mit CO2 geflutet 
wurde, bis der Kreislaufstillstand eintrat. Nach Ausfall des Kornealreflexes wurde der 
Kadaver auf dem Rücken liegend auf einem Styroporbrett fixiert. Der Brustkorb wurde 
eröffnet und das Herz freipräpariert. Mit einer 20 G Kanüle wurde die linke Herzkammer 
punktiert und eine Perfusionspumpe an den Kreislauf angeschlossen. Um ein Ablaufen 
der infundierten Spülflüssigkeiten zu gewährleisten, wurde eine Inzision in das rechte 
Herzohr vorgenommen.  
Der Körperkreislauf wurde zunächst mit 200ml PBS in einer Rate von 20ml/ min gespült. 
Anschließend wurden 250ml eisgekühlte 4%ige Formalinlösung zur Fixation der 
zerebralen Gewebestrukturen infundiert.  
Nach Abschluss der Perfusion erfolgte die Dekapitation des Tieres auf Höhe des zweiten 
Halswirbelkörpers. Das Gehirn wurde vorsichtig aus seinen anatomischen 
Knochenstrukturen freipräpariert, entnommen und für 24h in 4%ige Formalinlösung 
gelagert, um ein gründliches Fixieren der Gewebestrukturen zu garantieren.  
Zur Vitrifizierung des Hirngewebes erfolgte anschließend eine jeweils 24-stündige 
Lagerung der Hirne in Sukroselösungen mit aufsteigender Konzentration (10%, 20%, 
30%). Nach ausreichender Fixierung und Entwässerung des Gewebes wurden die Hirne 
in flüssigem 2-Methylbutan bei -60 °C für zwölf Sekunden schockgefroren und 
anschließend bei -80 °C gelagert. 
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2.12. Histopathologische Aufarbeitung 
2.12.1. Anfertigung histologischer Schnitte im Kryostat 
In einem Kryostat (Leica CM 3050) wurden 20µm starke Schnitte des Hirns angefertigt. 
Die Schnitte wurden ab dem makroskopisch sichtbaren Zusammenschluss der 
Comissurae anteriores auf Objektträger aufgezogen. Je nach Größe und Beschaffenheit 
des Infarktes wurden 500-525 Schnitte je Hirn angefertigt. Diese wurden bei -20°C 
gelagert.  
2.12.2. Immunfluoreszenz-Doppelfärbung 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die indirekte Methode für immunhistochemische 
Doppelfärbungen angewandt. Bei diesem Verfahren bindet ein unkonjugierter Primär-
antikörper an das Zielantigen. Anschließend wird das Gewebe mit einem zweiten, 
fluorochromkonjugierten Antikörper, der gegen das Fc-Fragment des Primärantikörpers 
gerichtet ist, inkubiert. Für die Darstellung BrdU-markierter Zellen wurde ein anti-
BrdU Antikörper verwendet. Zur Visualisierung der Astrozyten wurden GFAP-Antikörper 
(GFAP = glial fibrillary acidic protein) genutzt (siehe Tab. 5, S. 33).                        
Die präfixierten Schnitte wurden zunächst bei 38°C für 30 Minuten in 2M Salzsäure 
geschwenkt, um die DNA der Zelle zu denaturieren. Bei anschließenden Waschgängen in 
TBE-Puffer (TBE= TRIS-Borat-EDTA) (3 x 5min) wurde die Salzsäure von den Schnitten 
entfernt. Die 60-minütige Inkubation in einer Blockierlösung (5% Ziegenserum in 
PBS/ 0,2% Triton X-100) verhinderte die unspezifische Bindung der Antikörper an 
Proteine (PBS= Phosphate Buffered Saline). Im weiteren Verlauf wurden die Schnitte mit 
den Primärantikörpern (Ratte anti-BrdU, Maus anti-GFAP) inkubiert, die in einem Gemisch 
aus 5% Ziegenserum und PBS/ 0,2% Triton X-100 in einer Konzentration von 1:200 gelöst 
waren. Die Inkubation erfolgte für zwei Stunden bei Raumtemperatur in einer feuchten 
Kammer. Anschließend wurde ein dreimaliger Waschgang in PBS (je 5min) durchgeführt 
und die Schnitte mit den Sekundärantiköpern (Ziege anti-Maus FITC, Ziege anti-Ratte 
Rhodamin) inkubiert (FITC= Fluorescein Isothiocyanate). Diese befanden sich in einer 
Lösung aus PBS, 0,2% Triton X-100 und 1% BSA in einer Konzentration von 1:200 (BSA= 
bovines Serumalbumin). Die Inkubation erfolgte in einer dunklen, feuchten Kammer für 
zwei Stunden bei Raumtemperatur. Die Sekundärantikörperlösung wurde in einem 
dreimaligen Waschgang in PBS bei abgedunkelter Umgebung entfernt. Zuletzt wurden die 
Schnitte getrocknet, um sie mit Hilfe von Mounting Medium mit einem Deckgläschen zu 
versehen.  
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Tab. 5: Antikörper in der Übersicht 
Antikörper Hersteller Verdünnung 
Maus-anti-GFAP Sigma-Aldrich G3893 1:200 
Ratte-anti-BrdU Novus Bio NB 500-169 1:200 
Ziege-anti-Maus FITC Sigma-Aldrich F5897 1:200 
Ziege-anti-Ratte Rhodamin Abcam ab6841 1:200 
2.13. Stereologische Auswertung 
Die Stereologie ist eine anerkannte Methode zur quantitativen Auswertung histologischen 
Gewebes. Dabei erfolgt eine räumliche Interpretation des Gewebes. In diesem Experiment 
wurde die „design-based“ Stereologie angewandt. Das bedeutet, dass ein vorher 
festgelegtes Zählschema zur Quantifizierung BrdU-positiver Zellen verwendet wurde 
(siehe unten). Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass die Genauigkeit der 
Quantifizierung optimiert ist und eine Auswertung erlaubt, die annähernd unverzerrt durch 
systematische Fehler ist (West, 1999). 
2.13.1. Prinzipien der Stereologie 
Eine stereologische Auswertung basiert darauf, dass mit Hilfe bestimmter Prinzipien die 
absolute Zellzahl in einem definierten Interessengebiet bestimmt wird. Es wird 
ausschließlich in einer zufällig ausgewählten Stichprobe gezählt und eine statistisch 
fundierte Abschätzung der Zellzahl vorgenommen (Prinzip der Fraktionierung). Die 
stereologische Zählung wurde mit einem Nikon Eclipse Ti Mikroskop und der Stereo 
Investigator-Software (MicroBrightField,Inc., Williston, VT) ausgewertet.  
Fraktionierung und Systematic Random Sampling  
Um das Prinzip der Fraktionierung einzuhalten, wurde die Methode der „systematischen 
Zufallsauswahl“ (systematic random sampling = SRS) angewandt (Glaser, 2007). Aus den 
vollständigen Schnittserien der Hirne wurde eine systematische als auch randomisierte 
SRS-Serie wie folgt ausgewählt: Der Startpunkt der Serie wurde zufällig unter 
Zuhilfenahme der Stereo Investigator Software bestimmt. Ausgehend von diesem 
Startpunkt wurde jeder zwölfte Schnitt in dem zu untersuchenden Volumen analysiert 
(siehe Abb. 10A, S. 36). Auf diese Weise bestand für jede Region die gleiche 
Wahrscheinlichkeit, in die Analyse einbezogen zu werden (West, 1999).  
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Ein weiterer Aspekt des Fraktionierungsprinzips ist die Erstellung eines Zählgitters unter 
Anwendung des SRS-Prinzips. Dieses Zählgitter bestand aus Zählrahmen, die in einem 
festgelegten systematischen Abstand zueinander positioniert wurden. Dieses Zählgitter 
wurde zufällig und virtuell auf das Interessengebiet (Region of Interest = ROI) gelegt 
(siehe Abb. 10E, S. 36) Im Zählrahmen konnten die BrdU-positiven Strukturen gezählt 
werden. 
Optical Disector 
Ein weiteres Prinzip ist die in dieser Arbeit verwendete „Optical Disector“-Methode 
(Gundersen et al., 1988). Mit diesem Verfahren konnten unter Verwendung eines 63er 
Objektivs und einer geringen Tiefenschärfe die 20µm dicken Schnitte in sehr dünne, 
virtuelle optische Ebenen unterteilt werden und die Schnitte auf BrdU-positive Kerne 
untersucht werden (Glaser, 2007).  
2.13.2. Pilotversuch und Definition der Parameter 
Das Ziel der Pilotstudie war es, eine Kombination stereologischer Parameter zu ermitteln, 
anhand derer eine präzise Quantifizierung BrdU-positiver Zellen möglich ist. Der CE-Wert 
(Coefficient of Error) beschreibt die Präzision der Schätzungsmethode und ist definiert als 
Verhältnis von relativem Standardfehler des Mittelwertes (SEM, Standard Error of the 
Mean) zum Mittelwert (CE = SEM/ Mittelwert). Es wurde ein CE-Wert < 0,05 als Zielwert 
definiert. Die initial gewählten Parametergrößen orientierten sich an einer stereologischen 
Studie von Keiner et al. (2009), die eine Quantifizierung BrdU-positiver Kerne im 
Infarktrand vorgenommen hatten. Folgende Parameter wurden in dem Pilotversuch auf 
ihre Varianz hin untersucht: Abstand des Schnittintervalls, Größe des Zählgitters und des 
Zählrahmens. Mittels erster zeitintensiver Zählungen konnte eine maximal-präzise Zahl 
BrdU-positiver Kerne im Interessengebiet ermittelt werden. Ausgehend von dieser 
Kernzahl und dem dazugehörigen niedrigen CE-Wert wurden das Schnittintervall und der 
Abstand der Zählrahmen zueinander (Zählgitter) sukzessiv vergrößert, um hinreichend 
präzise arbeiten zu können. Aus diesen Ergebnissen konnte eine Kombination von 
Parametergrößen (Zählgitter, Zählrahmen, Disector) für die stereologische Auswertung 
festgelegt werden: 
Definition des Auswertungsbereiches 
Die stereologische Auswertung wurde in einem Bereich des Infarktrandes durchgeführt, 
der in der Region der anterioren Subventrikularzone (SVZ) liegt. Die SVZ stellt ein 
neurales Stammzellreservoir dar, in dem in Folge einer Ischämie eine Zellproliferation 
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stattfindet. Aus der SVZ migrieren proliferierte neurale Vorläuferzellen direkt in das 
Periinfarktgebiet (Carmichael, 2006) und können zu neuen Neuronen proliferieren (Thored 
et al., 2006). Eine Aktivierung von Mikrogliazellen und Astrozyten resultieren vor allem im 
Infarktrand in einer Änderung der Proliferationsaktivität (Dihne et al., 2001). Um das Maß 
der lokalen Zellproliferation zu erfassen, wurde der Infarktrand im Bereich der SVZ auf 
BrdU-positive Kerne untersucht. Dies umfasste einen 2mm breiten Bereich, beginnend 
beim makroskopisch gut erkennbaren Zusammenschluss der beiden Comissurae 
anteriores in Höhe von Bregma -0,12 (siehe Abb. 10A, B, S. 36). Ein systematischer 
Abstand von 240µm wurde für die Auszählung gewählt, sodass jeder zwölfte Schnitt 
analysiert wurde.  
Definition des Interessengebietes 
Das ROI grenzte einen 200µm breiten Bereich des Infarktrandes ein. War die Entfernung 
zwischen Infarktrand und Ventrikel aufgrund eines vergrößerten ipsilateralen 
Seitenventrikels schmaler als 200µm, wurden zwei ROIs an den jeweiligen Infarktenden 
definiert (siehe Abb. 10C, D, S. 36).  
Zählgitter (Counting Grid) 
Das in der stereologischen Auswertung verwendete Zählgitter umfasste einen Bereich von 
250 x 250µm (siehe Abb. 10E, S. 36). 
Zählrahmen (Counting Frame) und Zählkriterien 
Die Größe des Zählrahmens betrug 70x70µm. Der Zählrahmen bestand aus jeweils zwei 
Einschluss- und Ausschlusslinien, womit garantiert wurde, dass jede Zelle nur einmal 
gezählt werden konnte (siehe Abb. 10F, S. 36). Während der Auszählung galten 
feststehende Zählkriterien. 
Disector-Höhe 
Unter Berücksichtigung einer Antikörper-Penetrationstiefe von ca. 13µm, die im Rahmen 
des Pilotversuches bestimmt wurde, ist eine Disector-Höhe von 9µm festgelegt worden. 
Innerhalb dieses Tiefenbereiches wurde das Gewebe auf BrdU-positive Kerne untersucht. 
Es wurde ein Sicherheitsbereich von 1µm ober- und unterhalb des Disectors eingerichtet, 
um Verzerrungen in der Zählung durch eventuelle Zellartefakte, die durch den 
Schneideprozess an der Schnittoberfläche entstanden sein könnten, zu vermeiden. 
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Identifizierungskriterium BrdU-positiver Kerne 
Als charakteristisches Kriterium eines positiven BrdU-Kernes wurde der Punkt des Kerns 
definiert, der als Erstes scharf in den Fokus kam, während der Schnitt durchfokussiert 
wurde. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 10: Darstellung stereologischer Prinzipien 
Für die stereologische Analyse des Infarkts wurde ein 2mm großer Bereich ausgewertet (A), wobei der erste 
Schnitt in A rot markiert ist. Davon ausgehend wurden in einem systematischen Abstand von 240µm Zählungen 
vorgenommen. Den Beginn des Auswertungsbereiches markierte der makroskopisch gut erkennbare 
Zusammenschluss der Comissurae anteriores (rot markiert in B). Der 2mm breite Auswertungsbereich befand sich 
in der Region der Subventrikularzone (blau markiert in B). Als Interessengebiet wurde ein 200µm breiter Bereich 
des Infarktrandes definiert (C, D). Um eine stereologische Auswertung in diesem Bereich vornehmen zu können, 
musste  ein virtuelles Zählgitter auf das ROI projiziert werden (E), in dem sich Zählrahmen, in systematischen 
Abständen angeordnet, befanden. Diese Zählrahmen bestanden aus zwei grünen Einschlusslinien und zwei roten 
Ausschlusslinien (F), die einen Bereich eingrenzten, in dem BrdU-positive Kerne gezählt wurden. Zellen, die sich 
innerhalb des Rahmens oder auf mindestens eine der beiden Einschlusslinien befanden, wurden gezählt. Zellen, 
die außerhalb des Zählrahmens lagen oder eine der zwei Ausschlusslinien berührten, blieben unberücksichtigt. 
 
 
750µm 5µm 
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2.14. Statistik 
Im Rahmen der funktionellen Verhaltenstests (LadderRung Walking-Test, mNSS und 
BeamWalk) wurden serielle Datensätze erhoben, das heißt dieselben Individuen wurden 
wiederholt an unterschiedlichen Zeitpunkten innerhalb der Laufzeit des Experimentes (64 
Tage) gemessen. Diese Datensätze wurden mit dem Ansatz der zusammengefassten 
Analyse (englisch: summarized measure) ausgewertet (Matthews et al., 1990). Im Falle 
der Testsysteme mNSS und BeamWalk wurden die seriellen Daten als Fläche unter der 
Kurve (englisch: area under the curve, AUC) zusammengefasst, indem alle Zeitpunkte 
nach Tag 2 integriert wurden. Im Falle des LadderRung Walking-Tests wurde die 
Zeitspanne Tag 13 bis Tag 55 aufgrund der geringen Datenstruktur (siehe Abb. 13, S. 42) 
für jedes Individuum zu einem Endpunkt gemittelt. Dieses Vorgehen wurde gemeinsam 
mit den biostatistischen Kollegen Herrn Dr. D. Hasenclever und Herrn PD Dr. M. Scholz 
des Instituts für Medizinische Informatik, Statistik und Epidemiologie der Universität 
Leipzig diskutiert und von diesen validiert. Die zusammengefassten Daten wurden mittels 
eines multivariaten Modells analysiert, bei dem die Therapie, das Tieralter und das Defizit 
an Tag 2 als unabhängige Variable verwendet wurden. Die MRT-Daten wurden an jedem 
Versuchstag unabhängig durch eine Einweg-Varianzanalyse (einfaktorieller ANOVA) mit 
Gruppenzugehörigkeit als Vergleichsfaktor analysiert. Die stereologischen Daten wurden 
mit einem zweiseitigen T-Test ausgewertet. Gruppenunterschiede wurden bei einer 
Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 als statistisch signifikant angegeben. Alle Daten sind 
als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben.                            
Ergebnisse 
 
38 
 
3. Ergebnisse 
3.1. Versuchstieranzahl  
Für die Versuche wurden insgesamt 54 männliche spontan hypertensive Ratten 
eingesetzt. Sechs Tiere mussten vom Versuch ausgeschlossen werden, da die 
Einschlusskriterien, die für den Versuch definiert wurden, nicht erfüllt worden sind 
(siehe Tab. 6). Von den verbliebenen 48 Versuchstieren starben neun vor Ablauf der 64-
tägigen postoperativen Beobachtungszeit. Hierbei wiesen alte Ratten eine sechsfach 
höhere Letalität (29%) auf als junge (5%). Es konnten von 21 jungen und 18 alten 
Versuchstieren funktionelle und histologische Daten erhoben werden. 
Tab. 6: Ursache von Versuchstierausschlüssen 
Ursache Anzahl junger Tiere Anzahl alter Tiere 
mangelnde Motivation im LadderRung Walking-Test   3 
Ausbleibender Lernerfolg im BeamWalk-Test 2 30* 
Tod während der Operation bzw. Transplantation 1 4 
Tod im Verlauf des Experimentes  4 
Ausschluss aufgrund eines Teilinfarktes  1 
 * Alle Tiere, daher Streichung des Ausschlusskriteriums für alte Ratten  
3.2. LadderRung Walking-Test 
3.2.1. Statistische Etablierung des LadderRung Walking-Tests 
Validität des LadderRung Walking-Tests 
Der experimentelle Verschluss der rechten (ipsilateralen) mittleren Zerebralarterie führt 
zu einer Hemiparese der linken (kontralateralen) Körperhälfte. Dabei weist vor allem der 
Vorderfuß sensomotorische Defizite auf. Dies ist mit der Repräsentation von 
Körperregionen auf den Rindenfeldern des Kortex zu erklären. Der sensomotorische 
Kortex ist somatotopisch gegliedert, wobei die Projektionen des Vorderfußes im Bereich 
des Gyrus praecentralis liegen, der durch den Verschluss der A. cerebri media in 
besonderem Maße geschädigt wird.  
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Ein Verhaltenstest kann generell als valide Methode zur Langzeitanalyse 
sensomotorischer Defizite eingestuft werden, wenn folgende Kriterien erfüllt sind:  
• Nachweis eines neurologischen Schadens nach experimentellem Schlaganfall 
• Nachweis eines chronischen Defizites nach experimentellem Schlaganfall. 
Dazu wurden die ipsi- und kontralateralen Fehlerraten (Fehlerrate = Anzahl der Fehltritte 
je Schritt) der Vorderfüße zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht (siehe Abb. 11 S. 39 
und Abb. 12, S. 40). Vor der Induktion des Schlaganfalles wurden keine signifikanten 
Unterschiede zwischen ipsi- und kontralateraler Seite detektiert. Zwei Tage nach MCAO, 
sowie 27 und 55 Tage nach der Operation wurde eine signifikant höhere Fehlerrate auf 
der kontralateralen Seite gemessen. Der LadderRung Walking-Test weist sowohl einen 
akuten als auch einen chronischen neurologischen Schaden bis zum letzten 
Untersuchungstag nach. Demnach erfüllt der Test die Validitätskriterien und stellt eine 
geeignete Methode dar, chronische sensomotorische Defizite in hypertensiven Ratten 
abzubilden. 
  
Abb. 11: Nachweis eines neurologischen Schadens nach Schlaganfall 
Die Analyse der ipsilateralen und kontralateralen Fehlerraten der Vorderfüße wurde von allen Versuchstieren 
unabhängig von Versuchsgruppenzugehörigkeit und Alter vorgenommen. Am Tag -1 konnte keine signifikante 
Abweichung zwischen den Fehlerraten des ipsi- und kontralateralen Vorderfußes gefunden werden (p>0,05). 
Zwei Tage nach Verschluss der mittleren Zerebralarterie betrug die mittlere kontralaterale Fehlerrate 0,28, die 
mittlere ipsilaterale Fehlerrate hingegen 0,01 (p<0,001). Der LadderRung Walking-Test bildet den akuten  
neurologischen Schaden nach einem experimentellen Schlaganfall ab. 
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Abb. 12: Nachweis eines chronischen Defizites nach Schlaganfall 
Die Analyse der ipsilateralen und kontralateralen Fehlerraten der Vorderfüße wurde von allen Versuchstieren 
unabhängig von Versuchsgruppenzugehörigkeit und Alter vorgenommen. Am Tag 27 konnte ein signifikanter 
Unterschied zwischen den Fehlerraten des ipsi- und kontralateralen Fußes ausgemacht werden (p<0,001). Bis 
zum 55. Tag sank die kontralaterale Fehlerrate um ein Drittel, der signifikante Unterschied zwischen ipsi- und 
kontralateralem Vorderfuß blieb erhalten (p<0,001). Der LadderRung Walking-Test bildet also die chronische 
Infarktschädigung ab und stellt somit eine geeignete Methode dar, sensomotorischen Defizite der kontralateralen 
Körperhälfte aufgrund des Schlaganfalles zu detektieren. 
 
Gesamtfehlerrate als geeignetes Fehlermaß  
Aufgrund des Schlaganfalles traten auf der kontralateralen Seite sensomotorische 
Defizite auf, die sich in einer erhöhten Fehlerrate widerspiegeln. Im Verlauf des 
Experimentes sank die Fehlerrate wieder. Es sollte ein Fehlermaß gefunden werden, das 
die Infarktschädigung von Tag -1 zum Tag 2 beschreibt und gleichzeitig die Erholung der 
Kontrollgruppen von Tag 2 zu Tag 55 detektiert. Es wurden die Fehlerraten der 
Vorderfüße, der Hinterfüße und die Gesamtfehlerrate des Vorder- und Hinterfußes 
verglichen. Als Effektgröße diente die mittlere Differenz der Fehlerraten an dem Tag -1 
zu Tag 2 bzw. Tag 2 zu Tag 55 geteilt durch den Standardfehler der mittleren Differenz. 
Tabelle 7 und Tabelle 8 (S. 41) veranschaulichen, dass die Effektgrößen der 
verschiedenen Fehlerraten ähnliche Werte aufweisen. Sowohl die Fehlerraten der 
Vorder- und Hinterfüße, als auch die Gesamtfehlerrate der Vorder- und Hinterfüße 
addiert, sind als Fehlermaß geeignet. Alle drei Fehlermaße beschreiben die 
Infarktschädigung und die Erholung der Kontrollgruppe in ausreichendem Maße. Als 
Fehlermaß wurde schließlich die Gesamtfehlerrate aller Füße gewählt, um 
Fehlinterpretationen weitestgehend zu vermeiden. Denn Kompensationsmechanismen, 
die zum Ausgleich der motorischen Insuffizienz angewandt werden, sind in ihrer Wirkung 
zum derzeitigen Stand der Wissenschaft nicht vollständig aufgeklärt. Um eventuelle 
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Beeinflussungen auf die Fehlerrate einzelner Füße durch diese Mechanismen zu 
vermeiden, wurden die Fehlerraten aller Füße als Gesamtfehlerrate verwendet. 
Tab. 7: Effektgrößen der Infarktschädigung 
Tag -1 zu Tag 2 
Effektgröße 
kontralaterale Seite kontralat. + ipsilat. Seite kontralat.- ipsilat. Seite 
Vorderfüße 14,4 10,6 15,2 
Hinterfüße 14,9 18,4 10,3 
Vorderfüße + Hinterfüße 17,0 16,6 15,8 
 
Tab. 8: Effektgrößen der Langzeitschädigung der Kontrollgruppe 
Tag 2 zu Tag 55 
Effektgröße 
kontralaterale Seite kontralat. + ipsilat. Seite kontralat. - ipsilat. Seite 
Vorderfüße 12,5 11,9 10,3 
Hinterfüße 5,3 4,5 5,1 
Vorderfüße + Hinterfüße 12,2 13,1 9,3 
 
Auswahl des Endpunktes für den Therapievergleich 
In Abbildung 13 (S. 42) sind die Fehlerraten der Therapie- und Kontrollgruppe junger und 
alter Ratten aufgezeigt. Einen Tag vor der Induktion des experimentellen Schlaganfalles 
wiesen die Ratten beider Versuchs- und Altersgruppen eine geringe Fehlerrate auf. Zwei 
Tage nach MCAO sind die Fehlerraten in beiden Versuchs- und Altersgruppen aufgrund 
des Infarktes stark erhöht. Zwischen dem 13. und 55. Versuchstag wiesen die 
verschiedenen Fehlerraten jedoch eine große Streuung, wenig Struktur und eine 
geringfügige Kinetik auf. Um einerseits von einer stabilen Vergleichsgröße für den 
Therapieeffekt ausgehen zu können und andererseits die statistische Teststärke (Power) 
zu erhöhen, erschien es sinnvoll, die Fehlerraten zwischen dem 13. und 55. Tag 
zusammenhängend zu betrachten. Als Endpunkt für den Therapievergleich wurde somit 
der Mittelwert der Gesamtfehlerraten vom 13. bis 55. Versuchstag definiert. Dieser Wert 
charakterisiert die mittlere Erholung der Versuchstiere. 
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Abb. 13: Gesamtfehlerraten beider Versuchs- und Altersgruppen im Zeitverlauf 
A: junge Therapiegruppe, B: junge Kontrollgruppe, C alte Therapiegruppe, D alte Kontrollgruppe. Am Tag -1 
erreichten sowohl Kontroll- als auch Therapiegruppe junger und alter Ratten eine mittlere Fehlerrate von 0,05. 
Nach Induktion des experimentellen Schlaganfalles stiegen die Fehlerraten beider Versuchs- und Altersgruppen 
an (junge Therapietiere: 0,12; junge Kontrolltiere: 0,15; alte Therapietiere: 0,15; alte Kontrolltiere 0,17). Ab dem 
13. Versuchstag wiesen die Zeitverläufe der Fehlerraten eine gleichmäßige Kinetik auf. Um einen Vergleich 
zwischen der akuten und chronischen Schädigung zu ermöglichen, wurde als Endpunkt der Mittelwert der 
Fehlerraten von den Versuchstagen 13 bis 55 festgelegt. 
 
3.2.2. Versuchstieralter und Ausführung des LadderRung Walking-Tests 
Zum Zeitpunkt der Baseline unterschieden sich junge und alte Tiere nicht signifikant in 
ihren mittleren Fehlerraten (siehe Abb. 14, S. 43). Folglich hat das Alter der Tiere keinen 
Einfluss auf die sensomotorischen Fähigkeiten, die im LadderRung Walking-Test 
untersucht werden. Nach dem Schlaganfall zeigten alte Ratten ein stärkeres 
sensomotorisches Defizit als junge Ratten. Dieser akute Effekt konnte im Verlauf nicht 
bestätigt werden. Junge und alte Ratten wiesen keine signifikant unterschiedlichen 
Gesamtfehlerraten vom 13. bis 55. Tag auf. Im LadderRung Walking-Test kann zwar 
akut ein stärkeres Defizit in alten Ratten dargestellt werden; im weiteren Verlauf glich 
sich dieses Defizit jedoch wieder aus. 
 
  
  
A B 
C D 
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Abb. 14: Einfluss des Alters auf die Ausführung des LadderRung Walking-Tests 
Es sind die Fehlerraten junger und alter Versuchstiere unabhängig ihrer Versuchsgruppenzugehörigkeit 
dargestellt. Am Tag -1 betrug die mittlere Fehlerrate junger Tiere 0,06, alter Tiere 0,05. Es konnte kein 
signifikanter Unterschied detektiert werden (p>0,05). Zwei Tage nach MCAO stieg die Fehlerrate bei beiden 
Altersgruppen um mehr als das Doppelte an. Zudem konnte ein signifikanter Unterschied zwischen jungen (0,13) 
und alten Versuchstieren (0,16) nachgewiesen werden (*p>0.019). Bis zum 13. bis 55. Versuchstag sanken die 
Fehlerraten beider Altersgruppen ab. Ein dauerhafter Einfluss des Versuchstieralters auf die Ausführung des 
LadderRung Walking-Tests konnte nicht bestätigt werden. 
3.2.3. Therapievergleich 
Die Fehlerraten der Therapiegruppe wurden mit den Fehlerraten der Kontrollgruppe in 
beiden Altersgruppen verglichen (siehe Abb. 15).  
 
  
Abb. 15: Fehlerraten der Therapie- und Kontrollgruppe im Vergleich 
Abbildung A zeigt die Fehlerraten junger Versuchstiere, Abbildung B demonstriert die Fehlerraten alter Ratten an 
den verschiedenen Versuchstagen. Am Tag -1 betrug die Fehlerrate der Kontrollgruppen im Mittel 0,06, die der 
Therapiegruppen 0,05. Zwei Tage nach dem Schlaganfall stiegen die Fehlerraten beider Versuchsgruppen an. Es 
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Therapie- und Kontrolltieren beider Altersgruppen gefunden 
werden (junge Therapietiere: 0,12; junge Kontrolltiere: 0,15; alte Therapietiere: 0,15; alte Kontrolltiere: 0,17; 
p>0,05). Am 13. bis 55. Tag wiesen Therapietiere beider Altersgruppen eine mittlere Gesamtfehlerrate von 0,07 
auf, Kontrolltiere eine Gesamtfehlerrate von 0,05. Eine Therapie mit humanem Nabelschnurblut erzielte keine 
statistisch signifikante Verbesserung der Fehlerraten im LadderRung Walking-Test (p>0,05). 
 
Am Tag -1 wiesen junge und alte Tiere eine Fehlerrate von 5% und 6% auf. Die 
Fehlerraten beider Versuchsgruppen junger und alter Ratten stiegen zwei Tage nach 
Induktion des Schlaganfalles an und sanken am 13. bis 55. Tag um 40% ab. Weder in 
jungen noch in alten Tieren unterschieden sich die Fehlerraten der Therapie- und 
A          B 
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Kontrollgruppe signifikant. Die Behandlung mit HUCB MNC bewirkte keinen statistisch 
detektierbaren Therapieeffekt. 
3.3. Ergebnisse des BeamWalk-Tests 
Der BeamWalk-Test konnte ausschließlich mit jungen Versuchstieren durchgeführt 
werden. Die älteren Ratten waren nicht in der Lage, den BeamWalk-Test adäquat zu 
erlernen. Aufgrund dessen sind im Folgenden ausschließlich Ergebnisse der jungen 
Versuchstiere dargestellt (Abb.16).  
 
 
 
Abb. 16: BeamWalk-Test 
In Abbildung A sind die Gruppenmittelwerte± SD der BeamWalk-Kategorien junger Versuchstiere im Zeitverlauf 
dargestellt. Die Grafik in Abbildung B beschreibt die Fläche unter der Kurve von Therapie- und Kontrollgruppe 
(AUC = area under the curve; Fläche unter der Kurve). Die Tiere beider Versuchsgruppen erreichten präoperativ 
eine BeamWalk-Kategorie zwischen 0 und 1, das einer Laufzeit von 0-10 Sekunden entspricht. Postoperativ 
verschlechterten sich die Laufzeiten der Tiere sowohl der Therapie- als auch der Kontrollgruppe. Ab Tag 12 
stabilisierten sich die Leistungen beider Versuchsgruppen und erreichten Werte zwischen 1,2 und 2,5; dies 
entspricht einer Laufleistung zwischen 5 und 20 Sekunden. Bis zum Endpunkt der Untersuchung erlangten weder 
Therapie- noch Kontrollgruppe das Ausgangsniveau ihrer Leistung wieder. (B) Es konnten keine signifikanten 
Unterschiede zwischen therapierten und untherapierten Tieren über den gesamten Untersuchungszeitraum 
detektiert werden (p>0,05).  
 
Wie in der Abbildung 16A zu erkennen ist, verschlechterte sich die Leistung beider 
Versuchsgruppen unmittelbar nach MCAO bezüglich der präoperativen 
sensomotorischen Fähigkeiten. Im Zeitverlauf erholten sich sowohl Therapie- als auch 
Kontrolltiere. Ab dem 12. Tag erreichte die Laufleistung der Tiere eine Plateauphase, in 
der die Versuchswerte nicht signifikant nach oben und unten abwichen. Über den 
gesamten Beobachtungszeitraum (Fläche unter der Kurve, AUC) konnten keine 
signifikanten Unterschiede zwischen Therapie- und Kontrollgruppe ausgemacht werden 
(Abb. 16B). Ein therapeutischer Effekt mit humanem Nabelschnurblut blieb, ähnlich den 
Ergebnissen im LadderRung-Walking Test, aus. 
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3.4. Ergebnisse des mNSS-Tests 
In Abbildung 17 (S.45) und Abbildung 18 (S. 46) sind die Ergebnisse des mNSS-Tests 
für junge und alte Versuchstiere dargestellt. Präoperativ zeigten junge Versuchstiere der 
Therapie- und Kontrollgruppe sehr gute sensomotorische Eigenschaften. Nach dem 
Schlaganfall stiegen die Werte der mNSS-Kategorien beider Versuchsgruppen stark an. 
Im Verlauf verbesserte sich die Leistung der jungen Tiere, sodass ab dem zwölften Tag 
ein stabiles Niveau zwischen 2 und 4 Punkten erreicht wurde. Die mNSS-Werte der 
Therapiegruppe unterschieden sich nicht signifikant von denen der Kontrollgruppe. 
Die mNSS-Werte der alten Versuchstiere zeigen einen anderen Verlauf als die der 
jungen Tiere. Bereits präoperativ erreichten die älteren Ratten schlechtere mNSS-
Kategorien. Dies ist damit zu begründen, dass der BeamWalk-Test Bestandteil des 
mNSS-Tests ist und dieser von den älteren Ratten nicht zu erlernen war. Dadurch 
musste den alten Tieren die für diesen Teilbereich höchste Punktzahl gegeben werden, 
sodass eine von Beginn an schlechtere mNSS-Kategorie resultierte. Postoperativ 
verschlechterte sich die sensomotorische Leistung beider Versuchsgruppen. Eine 
Verbesserung blieb im Verlauf aus. Sowohl die Therapie- als auch die Kontrollgruppe 
erreichten im postoperativen Untersuchungszeitraum mNSS-Kategorien zwischen 5 und 
8. Eine Therapie mit HUCB MNC erbrachte auch bei älteren Versuchstieren keine 
signifikante Verbesserung der sensomotorischen Fähigkeiten. 
 
 
 
Abb. 17: mNSS-Test junger Versuchstiere 
In der Abbildung sind die mNSS- Ergebnisse junger Tiere im Zeitverlauf (A) und als Fläche unter der Kurve 
(AUC = area under the curve) (B) dargestellt. Die jungen Versuchstiere wiesen nach der Induktion des 
Schlaganfalles eine schlechte sensomotorische Leistung auf, die sich in der erhöhten mNSS- Kategorie 
widerspiegelte (siehe A). Im Zeitverlauf besserte sich Leistung der jungen Tiere. (B) Ein Unterschied in der 
sensomotorischen Regeneration zwischen therapierten und untherapierten Versuchstieren konnte nicht 
nachgewiesen werden (p>0,05). 
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Abb. 18: mNSS-Test alter Versuchstiere 
Es sind die mNSS-Kategorien alter Versuchstiere im Zeitverlauf (A) und als Fläche unter der Kurve (AUC = area 
under the curve) (B) dargestellt. Die alten Versuchstiere zeigten initial bereits erhöhte mNSS- Werte auf, das 
durch die schlechte Leistung in der BeamWalk- Kategorie zu begründen ist. Postoperativ stiegen die mNSS- 
Kategorien der alten Versuchstiere weiter an und blieben über dem gesamten Untersuchungszeitraum auf einem 
stabilen, erhöhten Niveau. (B) Die Fläche unter der Kurve unterschied sich zwischen Therapie- und 
Kontrollgruppe nicht signifikant (p>0,05). Es konnte durch HUCB MNC keine sensomotorische Verbesserung bei 
alten Tieren erzielt werden. 
 
3.5. Ergebnisse der MRT-Untersuchung 
3.5.1. Darstellung des Schlaganfalles in der MRT 
Die Auswirkungen des Schlaganfalles sind in den T2-gewichteten MRT-Sequenzen von 
Therapie (T)- und Kontrolltieren (K) beider Altersgruppen an den Tagen 2, 8, 29 und 63 
im Folgenden dargestellt. Es wurden ausgewählte Schnittbilder aus der Serie eines 
jungen Therapietieres in einer Vergrößerung abgebildet. 
 
Abb. 19: MRT-Tag 2 
Der Infarkt imponierte durch ein hyperintenses Areal in der rechten Hemisphäre, das dem Versorgungsgebiet der 
mittleren Zerebralarterie entspricht. Es sind eine Verkleinerung des ipsilateralen Seitenventrikels und eine 
Mittellinienverlagerung erkennbar, die auf das begleitende Hirnödem zurückzuführen ist. Das Infarktvolumen 
betrug im Mittel 209 ± 27 mm3. 
A              B 
Ergebnisse 
 
47 
 
Abb. 20: MRT-Tag 8 
Der initial hyperintense Infarkt fiel am achten Tag durch isodense Areale im Infarktkern auf, der von einem 
hyperintensem Randsaum umgeben war. Diese Begebenheit kann mit dem aus der Humanradiologie 
übernommenen „Fogging-Phänomen“ beschrieben werden. Das Infarktvolumen verringerte sich um 44 % auf 117 
± 15 mm3, das mit einem Rückgang des Hirnödems erklärt werden kann. 
 
 
Abb. 21: MRT-Tag 29 
Das Volumen der ischämischen Läsion reduzierte sich bis zum 29. Tag auf durchschnittlich 85 ± 11 mm3. Es trat 
eine deutliche Erweiterung des ipsilateralen Seitenventrikels auf. In mehreren Fällen kam es zu einer Verbindung 
des Ventrikels mit der ischämischen Läsion.  
 
 
Abb. 22: MRT-Tag 63 
63 Tage nach experimentellem Schlaganfall stellten sich große Teile des Kortex hyperintens dar. Der ipsilaterale 
Seitenventrikel war mit dem Infarktareal verbunden. Das Volumen des Infarktes betrug am 63. Tag im Mittel 
104 ± 11 mm3. 
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3.5.2. Infarktvolumina im Gruppenvergleich 
In der Tabelle 9 sind die durchschnittlichen Infarktvolumina der Therapie- und 
Kontrollgruppe beider Altersgruppen an den MRT-Untersuchungstagen aufgelistet. Es 
konnte sowohl bei den jungen als auch bei den alten Tieren kein signifikanter 
Unterschied zwischen Therapie- und Kontrollgruppe festgestellt werden (Abb. 23). 
Darüber hinaus unterschieden sich junge und alte Tiere unabhängig von ihrer 
Versuchsgruppenzugehörigkeit nicht signifikant in ihrer Infarktgröße.  
Tab. 9: Mittlere Infarktvolumina beider Versuchs- und Altersgruppen in mm3 
 
junge Therapietiere junge Kontrolltiere 
alte  
Therapietiere 
alte  
Kontrolltiere 
Tag 2 192 ± 31,3 192 ± 35,5 204 ± 39,6 230 ± 54,9 
Tag 8 113 ± 36,7 107 ± 26,5 109 ± 31,4 159 ± 49,4 
Tag 29  81 ± 16,5   84 ± 31,1   74 ± 25,9 100 ± 22 
Tag 63 98 ± 22,5 103 ± 26,3  95 ± 34,9 119 ± 19,9 
 
 
  
Abb. 23: Infarktvolumina junger und alter Tiere im Gruppenvergleich 
Abbildung A zeigt das Infarktvolumen junger Versuchstiere, Abbildung B demonstriert das Infarktvolumen alter 
Versuchstiere an den verschiedenen Untersuchungstagen. Die Infarktvolumina wurden als Quotient zum 
Infarktvolumen vom Tag 2 dargestellt. Bis zum achten Tag nahm das Infarktvolumen junger Therapietiere um 
41 %, junger Kontrolltiere um 53 %, alter Therapietiere um 48 % und alter Kontrolltiere um 44 % ab. Der Quotient 
verkleinerte sich bis zum 29. Tag noch einmal im Mittel um 14 %. Über einen Zeitraum von 63 Tagen reduzierte 
sich das Infarktvolumen junger Therapietiere insgesamt auf 51 %, junger Kontrolltiere auf 53 %, alter 
Therapietiere auf 45 % und alter Kontrolltiere auf 48 % in Bezug zum initialen Volumen am 2. Tag. Es konnte zu 
keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen Therapie- und Kontrollgruppe beider Altersgruppen 
gefunden werden (p>0,05).   
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3.6. Histologische Beurteilung des Schlaganfalles 
Mononukleäre Zellen des humanen Nabelschnurblutes können einen potentiellen 
Einfluss auf die Proliferationsaktivität im Infarktgebiet ausüben. Um eine Zellproliferation 
nachweisen zu können, wurde den Tieren vom vierten bis zum zehnten postoperativen 
Tag BrdU injiziert. Proliferierte BrdU-positive Zellen waren überwiegend im Randbereich 
des Infarktes und in der Infarktkavität zu finden. Die Infarktkavität stellt einen 
flüssigkeitsgefüllten Raum dar, der aus Liquor, Entzündungszellen und abgestorbenem 
Zellmaterial besteht. Im Verlauf der Infarktprogression wird der Infarktkern von einer 
Glianarbe umschlossen. Durch eine immunhistochemische Färbung gegen GFAP konnte 
erwartungsgemäß nachgewiesen werden, dass der Infarktrand aus einem dichten 
Geflecht GFAP-positiver Astrozyten besteht (siehe Abb. 24 S. 51). Eine große Anzahl 
dieser Astrozyten war mit BrdU-positiven Kernen kolokalisiert. Es kann davon 
ausgegangen werden, dass diese Astrozyten in den ersten 10 Tagen nach dem 
Schlaganfall durch Proliferation neu gebildet worden sind (siehe Abb. 25, S. 51). Eine 
exakte Quantifizierung proliferierter und neu gebildeter Astrozyten konnte nicht 
vorgenommen werden. Aufgrund des dichten Geflechts GFAP-positiver Astrozyten war 
eine eindeutige Zuordnung des BrdU-positiven Kerns zu GFAP-positiven Signalen nicht 
sicher möglich. Eine geeignete Methode zur Quantifizierung proliferierter Astrozyten stellt 
eine immunhistochemische Färbung von BrdU und S100β dar. Das im Zytoplasma und 
Zellkern der Astrozyten gelegene S100β wird bei einer hypoxisch bedingten 
Parenchymschädigung verstärkt synthetisiert. Mit dieser immunhistochemischen 
Doppelfärbung wäre eine eindeutige Zuordnung BrdU-positiver Kerne und S100β-
positiver Astrozyten möglich (Abb. 26, S. 52). 
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Abb. 24: Übersichtsdarstellung des Infarktes 
(A) zeigt die Lokalisation BrdU-positiver Zellen im Infarktareal, die mit einem rot fluoreszierenden Farbstoff 
markiert waren. BrdU-positive Zellen waren vornehmlich in der Infarktkavität und im Bereich der Glianarbe zu 
finden (siehe C). Die Glianarbe wurde von einem Geflecht aus GFAP-positiven Astrozyten gebildet, die durch 
einen grün fluoreszierenden Farbstoff visualisiert wurden (B). 
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Abb. 25: Kolokalisation von Astrozyten und BrdU-positiven Kernen 
Die Bilder wurden mit einem Konfokalmikroskop LSM 710 (Zeiss) aufgenommen. (A) und (B) stellen 
Superpositionen konfokaler Bildstapel dar. (A) zeigt einen repräsentativen Ausschnitt des 
Infarktrandes, während (B) einen Bereich der Glianarbe visualisiert. Die orthogonale Darstellung der 
Glianarbe aus (B) bestätigt, dass Astrozyten mit BrdU assoziiert sind (C). 
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Abb. 26: Kolokalisierung BrdU und S100β 
Im Bereich der Glianarbe befindet sich eine hohe Dichte S100β-positiver Astrozyten (grün in A). Die 
Doppelfärbung von S100 und DAPI, ein blauer Fluoreszenzfarbstoff zur Markierung des Zellkernes, zeigt, dass 
S100β im Zellkern synthetisiert wird (D, E, F). Eine sichere Identifizierung BrdU- und S100β- positiver Zellen ist 
möglich; eine Quantifizierung proliferierter Astrozyten ist mit dieser Methode durchführbar  (B, C). 
 
3.7. Ergebnisse der stereologischen Untersuchung 
Die Dichte BrdU-positiver Kerne wurde im Bereich des Infarktrandes stereologisch 
quantifiziert (siehe 2.13, S.33). Bei jedem Tier wurde ein Teilbereich des ROIs (ROI = 
Region of Interest, Interessengebiet) auf BrdU-positive Kerne untersucht und anhand der 
Menge gezählter BrdU-Kerne die Gesamtzahl proliferierter Zellen im Infarktrand ermittelt. 
Die Zelldichte ergab sich aus dem Verhältnis der Gesamtzellzahl zum Gesamtvolumen 
des Interessengebietes. 
20 µm 10 µm 
10 µm 
10 µm 10 µm 10 µm 
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3.7.1. Auswertung alter Versuchstiere 
Eine Quantifizierung der Zellproliferation in alten Versuchstieren konnte nicht 
vorgenommen werden. Das BrdU-Signal wies sowohl innerhalb der alten 
Versuchsgruppe als auch innerhalb einer Serie eines Tieres starke 
Intensitätsschwankungen auf, obwohl eine einheitliche Prozessierung und Behandlung 
der Schnitte gewährleistet wurde. Auch nach mehrmaliger Wiederholung der Färbung 
konnte kein homogenes BrdU-Signal erreicht werden. Eine exakte Bestimmung BrdU-
positiver Kerne war daher nicht möglich. Somit musste auf eine quantitative Analyse der 
zerebralen Proliferationsaktivität in der Versuchsreihe alte SHR verzichtet werden. 
3.7.2. Auswertung junger Versuchstiere 
Die Ergebnisse der stereologischen Auswertung junger Versuchstiere sind in Tabelle 10 
und 11 erfasst (siehe S. 53 und S. 54). Die mittlere Dichte BrdU-positiver Kerne der 
Therapiegruppe betrug 35.276 ± 15.175 Zellen/ mm3, die Dichte BrdU-positiver Kerne 
der Kontrollgruppe ergab 46.150 ± 16.138 Zellen/mm3 (siehe Tab. 12, S. 54). Es konnte 
kein signifikanter Unterschied zwischen Therapie- und Kontrollgruppe festgestellt werden 
(Abb. 27, S. 54). Der CE-Wert lag für beide Versuchsgruppen bei 5%. 
Tab. 10: Stereologische Auswertung Therapiegruppe 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Therapie 
Tier* 
Anzahl 
gezählter 
BrdU-
Kerne 
geschätzte 
Gesamt- 
zellzahl 
Volumen 
des 
ROI [mm3] 
Zelldichte 
[/mm3] 
CE-Wert  
(Gundersen 
m=1) 
Tier 1 299 57910 2,36 24500 0,06 
Tier 2 179 45416 1,63 27900 0,08 
Tier 4 241 51814 2,85 18152 0,07 
Tier 5 710 152611 3,53 43239 0,04 
Tier 6 695 162973 3,74 43564 0,04 
Tier 7 754 169187 2,26 74726 0,04 
Tier 11 370 79317 3,10 25550 0,05 
Tier 12 373 85003 2,45 34762 0,05 
Tier 14 488 113887 3,30 34502 0,05 
Tier 15 453 105457 3,20 32927 0,05 
Tier 17 414 86451 3,06 28216 0,05 
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Tab. 11: Stereologische Auswertung Kontrollgruppe 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kontrolle 
Tier* 
Anzahl 
gezählter 
BrdU-
Kerne 
geschätzte 
Gesamt- 
zellzahl 
Volumen 
des 
ROI [mm3] 
Zelldichte 
[/mm3] 
CE-Wert  
(Gundersen 
m=1) 
Tier 3 190 40098 1,54 26062 0,08 
Tier  8 810 184021 2,47 74642 0,04 
Tier 9 244 52049 1,52 34222 0,07 
Tier 10 441 103650 2,51 41243 0,05 
Tier 13 263 60093 1,48 40518 0,06 
Tier 16 507 119662 3,44 34836 0,05 
Tier 18 354 76231 1,75 43608 0,05 
Tier 19 420 102010 2,60 39235 0,05 
Tier 20 571 138623 2,51 55160 0,05 
Tier 24 796 162708 2,26 71974 0,04 
*Tierzahl nicht chronologisch, da die Tiere randomisiert wurden 
Tab. 12: Stereologische Ergebnisse in Versuchsgruppen zusammengefasst 
 
Anzahl 
gezählter 
BrdU-Kerne 
mittlere 
Gesamt-
zellzahl 
Volumen des 
ROI [mm3] 
mittlere 
Zelldichte          
[/mm3] 
mittlerer CE-
Wert 
Therapie 
gesamt 
452 100911 2,86 35276 ± 15175 0,05 
Kontrolle 
gesamt 
459 103914 2,21 46150 ± 16138 0,05 
 
Abb. 27: Zelldichte der Therapie- und 
Kontrollgruppe 
HUCB MNC übte keinen signifikanten Einfluss auf 
die zerebrale Proliferationsaktivität aus (p>0,05).  
Die mittlere Zelldichte der Therapiegruppe betrug 
35 276 Zellen/mm3, die der Kontrollgruppe 46 150 
Zellen/mm3. 
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4. Diskussion 
4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse 
Schwerpunkt dieser Arbeit war es, die therapeutische Wirksamkeit humaner 
Nabelschnurblutzellen in hypertensiven Ratten unterschiedlichen Alters zu verifizieren. 
Es wurden Verhaltensanalysen durchgeführt, das Infarktvolumen in vivo bestimmt und 
eine histologische Beurteilung des Schlaganfalles vorgenommen, um die Wirksamkeit 
des Zelltransplantats umfassend abschätzen zu können. Der LadderRung Walking-Test 
konnte im Rahmen dieser Studie als valide Methode zur Quantifizierung 
sensomotorischer Ausfälle nach einem experimentellen Schlaganfall etabliert werden. 
Sowohl im LadderRung Walking-Test als auch im BeamWalk- und mNSS-Test konnten 
keine langfristigen Verbesserungen neurologischer Defizite durch eine HUCB MNC-
Therapie nachgewiesen werden. Das Infarktvolumen, das magnetresonanz-
tomographisch ermittelt wurde, differierte nicht signifikant zwischen Therapie- und 
Kontrollgruppe. In der anschließenden stereologischen Untersuchung konnte ebenfalls 
kein signifikanter Unterschied in der Anzahl proliferierter Zellen bei therapierten und 
untherapierten jungen Tieren gefunden werden. Der BeamWalk-Test war mit alten 
Versuchstieren nicht durchführbar; eine stereologische Quantifizierung der 
Zellproliferation konnte in alten Tieren nicht erfolgen.   
Die Ergebnisse zur Wirksamkeit von HUCB MNC stehen in Widerspruch mit denen der 
aktuellen Literatur, in der mehrheitlich positive Therapieergebnisse beschrieben werden. 
Die Unwirksamkeit der HUCB MNC-Zellen, wie sie in dieser Arbeit demonstriert wurde, 
kann vielerlei Ursachen haben. Es wäre denkbar, dass die Vorerkrankungen und das 
Alter der Tiere limitierende Faktoren für einen Therapieerfolg darstellen. Ein anderer 
wichtiger Aspekt ist die Lagerung des Zelltransplantates, die einen Einfluss auf die 
Wirksamkeit der Zellen ausüben kann. Unter Umständen war die Anzahl der Tiere nicht 
ausreichend groß gewählt, um einen Therapieeffekt detektieren zu können. Schließlich 
muss auch in Betracht gezogen werden, dass das Zelltransplantat tatsächlich keine 
therapeutische Wirkung in hypertensiven Ratten erzielen kann. In den folgenden 
Abschnitten soll auf denkbare Ursachen der Unwirksamkeit des Zelltransplantates näher 
eingegangen und die Ergebnisse zur aktuellen Literatur in Bezug gesetzt werden. 
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4.2. Diskussion der angewandten Methodik 
4.2.1. SHR als Tiermodell für präklinische Schlaganfallstudien 
Seit Jahren wird in internationalen Richtlinien gefordert, präklinische Schlaganfallstudien 
mit komorbiden Tieren durchzuführen, um den Aspekt der Multimorbidität des 
klassischen Schlaganfallpatienten bestmöglich zu integrieren (Endres et al., 2008; Fisher 
et al., 2009). Die spontan hypertensive Ratte erfüllt durch ihr Krankheitspektrum, das die 
Hypertonie, Hyperlipidämie und die Insulinresistenz umfasst, diese Forderung im 
besonderen Maße (Swislocki und Tsuzuki, 1993). Die Erkrankungen wirken 
begünstigend auf die Bildung arteriosklerotischer Plaques im Gefäßsystem, das Risiko 
für Thromboembolien steigt: Ein Zustand, der häufig bei Schlaganfallpatienten 
vorzufinden ist. 
Es wird außerdem gefordert, dass präklinische Daten von älteren Versuchstieren 
erhoben werden (Sena et al., 2007). Durch ein höheres Lebensalter ist gewährleistet, 
dass der Bluthochdruck einen chronischen Einfluss auf das Gefäßsystem ausüben kann. 
Eine Spätfolge der arteriellen Hypertonie ist eine Mikroangiopathie, die einen 
entscheidenden Risikofaktor für Schlaganfälle darstellt. Die Kombination aus arterieller 
Hypertonie und resultierender Mikroangiopathie stellt die pathophysiologische Situation 
eines Schlaganfallpatienten dar, die präklinisch simuliert werden sollte (Pantoni, 2010). 
Aufgrund dessen ist es sinnvoll, gealterte Vesuchstiere für präklinische Studien zu 
verwenden. Durch das erhöhte Alter ergeben sich allerdings neue Herausforderungen für 
präklinische Schlaganfallstudien. Zum einen sind Untersuchungen mit alten Tieren 
zeitaufwendig und kostenintensiv (Zhou und Frohlich, 2007). Zum anderen nehmen mit 
höherem Lebensalter die Morbiditäts- und Mortalitätsraten der Tiere deutlich zu (Boluyt 
und Bing, 2000; Zhang et al., 2005a).  
In der vorliegenden Arbeit wurden 18 Monate alte Ratten verwendet. Spontan 
hypertensive Ratten werden durchschnittlich 22 Monate alt (Angabe Charles River, 
persönliche Kommunikation). Es erscheint sinnvoll, 18 Monate alte SHR zu verwenden, 
da dieses Alter einerseits dem letzten Lebensviertel der Tiere entspricht und 
andererseits die Letalitätsrate auf einem akzeptablen Niveau gehalten werden kann.  
4.2.2. Gruppengröße 
Für die Entscheidung über die Versuchstieranzahl in einem Experiment ist es zunächst 
von Bedeutung, welches Studiendesign Anwendung finden soll. Pilotstudien stellen 
explorative Studien dar, die zur Generierung von Prüfhypothesen dienen. Unter anderem 
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können Tauglichkeitsmessungen durchgeführt und Prüfparameter definiert werden. 
Hierfür sind hinreichend kleine Stichprobegrößen ausreichend (Fischer, 2010). Eine 
konfirmatorische Studie hingegen, wie sie in der HUCBC- Studie umgesetzt wurde, dient 
zur Überprüfung festgelegter Hypothesen, beispielsweise der Wirksamkeit eines neuen 
Therapieverfahrens (Fischer, 2010). Die Wahrscheinlichkeit, in einem konfirmatorischen 
Studiendesign einen existenten Unterschied zwischen zwei Gruppen festzustellen, hängt 
unter anderem von der Tieranzahl ab (Fisher et al., 2009). Es muss eine hinreichend 
große Gruppengröße gewählt werden, um ein statistisch aussagekräftiges Ergebnis 
erzielen zu können. Allerdings sollte eine Überschätzung der Tierzahl in jedem Fall 
verhindert werden. Nach §9 Abs. 2 der Neufassung des Tierschutzgesetzes in der 
Fassung der Bekanntmachung vom 18. Mai 2006 „bdürfen nicht mehr Tiere verwendet 
werden, als für den verfolgten Zweck erforderlich sindb“. Russell und Burch stellten 
1992 das „3-R-Prinzip“ für tierexperimentelle Studien auf, wonach unter anderem die 
Tieranzahl auf ein Minimum reduziert werden sollte (Russell W., 1992). Weitere 
entscheidende Ansatzpunkte, die gegen eine übergroße Tieranzahl sprechen, sind die 
nicht unerheblichen Kosten und die Logistik, die mit einer hohen Versuchstieranzahl 
verbunden sind. Es bedarf also eines Kompromisses zwischen überzeugender 
statistischer Aussagekraft einerseits sowie Kosten und zufriedenstellenden 
tierexperimentellen Bedingungen andererseits.  
4.2.3. Auswahl der Verhaltenstests 
Nach einem Schlaganfall ist es für Patienten entscheidend, ihre sensomotorischen 
Fähigkeiten wiederzuerlangen. Aus diesem Grund wird die funktionelle Verbesserung als 
relevanter Endpunkt in klinischen und präklinischen Studien angesehen (Ni Chroinin et 
al., 2011). In dieser Studie wurden drei Verhaltenstests angewandt, die die Sensomotorik 
der Tiere auf unterschiedliche Weise erfassen. 
Der BeamWalk- und der mNSS-Test stellen etablierte und häufig angewandte  Verfahren 
in präklinischen Schlaganfallstudien dar (Schaar et al., 2010). Durch den geringen 
Kosten- und Zeitaufwand kann eine engmaschige Kontrolle neurologischer Defizite 
erfolgen. Es gibt allerdings Störfaktoren, die Einfluss auf das Ergebnis der Untersuchung 
haben können. So kann die Berührung durch den Untersucher während der Analyse und 
die Ausführung des BeamWalk-Tests selbst eine Stress- und Angstsituation für das Tier 
darstellen. Zudem wird durch diesen Test eine erlernte Fähigkeit dargestellt, die 
langfristig antrainiert werden muss. Der BeamWalk-Test konnte von älteren Tieren nicht 
erlernt werden, sodass dieser Test für altersabhängige Studien nur bedingt anwendbar 
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ist. Da der BeamWalk-Test eine Teildisziplin des mNSS-Tests ist, sind Ergebnisse des 
mNSS-Tests in altersabhängigen Studien nur eingeschränkt aussagekräftig.  
Die Unfähigkeit der älteren Ratten, den BeamWalk zu erlernen, kann möglicherweise auf 
mangelnde kognitive Fähigkeiten im Alter zurückgeführt werden. Im höheren Lebensalter 
erkranken viele Patienten an einer Mikroangiopathie, die zu einer zerebralen 
Hypoperfusion mit progressivem Verlust weißer Hirnsubstanz führt (Debette et al., 2010; 
Pantoni, 2010). Diese Ereignisse stellen eine maßgebliche Ursache für den Rückgang 
kognitiver Fähigkeiten dar. Die geistigen Defizite haben nicht nur einen negativen Effekt 
auf das Lernverhalten, sondern entwickeln ebenso einen Einfluss auf die motorischen 
Fähigkeiten älterer Lebewesen (Pantoni, 2010). Shapira et al. publizierten, dass auch bei 
Ratten mit einem erhöhten Lebensalter Merkfähigkeitsstörungen assoziiert sein können 
(2002). Man kann also durchaus vermuten, dass gealterte Ratten kein ausreichendes 
kognitives Potential haben, den BeamWalk erfolgreich zu erlernen. 
Eine weitere denkbare Ursache für das Unvermögen der Ratten, die horizontale Stange 
zu überqueren, ist ein mit dem Alter assoziiertes Gleichgewichtsproblem. Bei gealterten  
Menschen kann der Gleichgewichtssinn durch zerebrale, zerebelläre und 
zerebrovaskuläre Erkrankungen beeinträchtigt werden (Das und Joseph, 2005). Franch 
et al. (2009) stellten fest, dass im Alter auftretende Gleichgewichtsstörungen häufig mit 
subkortikalen Läsionen und chronischem Bluthochdruck assoziiert sind. Es ist 
vorstellbar, dass der Gleichgewichtssinn der alten hypertensiven Tiere ebenso 
beeinträchtigt ist wie der des Menschen. Für den BeamWalk-Test ist aber ein voll 
leistungsfähiger Gleichgewichtssinn Voraussetzung. Ist dieser geschädigt, kann das Tier 
die BeamWalk-Stange nicht adäquat überqueren. 
Schließlich sollte auch ein im Alter veränderter emotionaler Status in Betracht gezogen 
werden, der sich in einer Verweigerung der Testdurchführung äußert. Moretti et al. 
konnten aufzeigen, dass Ratten während des Alterungsprozesses ängstlicher und 
depressiver werden (2011). Auch in dieser Studie entstand während des Trainings der 
Eindruck, dass die alten Tiere ausgesprochen ängstlich und häufig unmotiviert waren. 
Die sensomotorischen Fähigkeiten, die im LadderRung Walking-Test abgebildet werden, 
werden von den oben genannten Altersveränderungen kaum beeinflusst. Der 
LadderRung Walking-Test ist ein lernfreier Verhaltenstest, kognitive Eigenschaften sind 
für die Durchführung nicht erforderlich (Metz und Whishaw, 2002). Außerdem findet 
während des Testdurchlaufs keine Berührung zwischen Untersucher und Tier statt, 
sodass eine stressärmere Untersuchungssituation für das Tier vorliegt. Aus diesen 
Gründen ist der LadderRung Walking-Test ein geeigneter Verhaltenstest, 
sensomotorische Eigenschaften alter Ratten abzubilden. 
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4.2.4. Histologische Prozessierung 
In dieser Studie wurde eine histologische Untersuchung des zerebralen Gewebes 
vorgenommen, um den Einfluss von humanem Nabelschnurblut auf die 
Proliferationsaktivität zu verifizieren. 
In den immunhistochemischen Färbungen konnte in dem Hirngewebe alter Versuchstiere 
kein homogenes BrdU-Signal nachgewiesen werden. Innerhalb einer Schnittserie eines 
Tieres waren große Intensitätsschwankungen des BrdU-Signals zu erkennen, sodass 
einzelne Schnitte eine große Anzahl BrdU-positiver Zellen aufwiesen, andere Schnitte 
hingegen nur sehr wenige spezifische Signale zeigten. 
Eine mögliche Erklärung ist die angewandte Fixierungsmethode. Um die zerebralen 
Gewebestrukturen langfristig zu erhalten, wurde in dieser Studie eine Perfusionsfixierung 
durchgeführt. Die Fixationsflüssigkeit gelangt bei dieser Methode über das Gefäßsystem 
in das zerebrale Gewebe. Für eine homogene Fixierung ist eine gleichmäßige Perfusion 
des Hirns eine Voraussetzung. Bei alten Lebewesen sind durch Makro- und 
Mikroangiopathien häufig schlechte zerebrovaskuläre Verhältnisse vorzufinden 
(Thompson und Hakim, 2009). Unter Umständen kann daher das Hirngewebe in 
unterschiedlichem Maß perfundiert sein, sodass die Fixierlösung einige Strukturen 
unzureichend penetriert. Daraus kann eine schlechte Anfärbbarkeit des Gewebes 
resultieren, da autolytische Prozesse antigene Strukturen an diesen insuffizient 
perfundierten Stellen zerstören können und somit keine Bindungsstellen für BrdU-
Antikörper zur Verfügung stehen. 
Um diesem Problem zu entgehen, könnte in zukünftigen Studien eine 
Immersionsfixierung durchgeführt werden. Hierbei wird das entnommene Gewebe direkt 
in die Fixierflüssigkeit eingetaucht. Eine Abhängigkeit von der Beschaffenheit des 
zerebrovaskulären Systems besteht mit dieser Technik nicht, sodass eine homogene 
Fixierung erreicht werden könnte. 
4.3. Die Therapie mit HUCB MNC 
In der Vergangenheit konnte in zahlreichen Studien die protektive Wirkung intravenös 
applizierter HUCB-Zellen auf das Infarktgeschehen demonstriert werden (Chen et al., 
2001; Borlongan et al., 2004). In den letzten Jahren wurden auch gegenteilige 
Ergebnisse publiziert, wonach kein Therapieerfolg durch humane Nabelschnurblutzellen 
bestand (Mäkinen et al., 2006; Zawadzka et al., 2009). Auch in der hier vorliegenden 
Arbeit konnte keine HUCB MNC-Wirkung nachgewiesen werden. Humane 
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Nabelschnurblutzellen hatten weder Einfluss auf die Entwicklung des Infarktvolumens 
noch konnte eine Reduktion sensomotorischer Ausfälle beobachtet werden.  
Im Folgenden soll zunächst auf die am häufigsten diskutierten Wirkmechanismen der 
HUCB-Zellen eingegangen werden. Anschließend werden Erklärungsansätze für den 
fehlenden Therapieerfolg kritisch erläutert. 
4.3.1. Potentielle Wirkmechanismen 
Das Verständnis der Funktionsweise systemisch applizierter Nabelschnurblutzellen in 
Tiermodellen des Schlaganfalles ist entscheidend für eine erfolgreiche Translation in die 
Klinik. 
Ein potentieller Wirkansatz der HUCB MNC, der allerdings kontrovers diskutiert wird, ist 
der zelluläre Ersatz verlorengegangener Hirnstrukturen (Chen et al., 2001). Aufgrund des 
Schlaganfalles wird das komplexe Netzwerk aus Neuronen, Makro- und Mikroglia 
zerstört. Für die funktionelle Integration des Zelltransplantats muss vorausgesetzt sein, 
dass die phänotypisch und funktionell unreifen Zellen zu den untergegangenen 
Zellstrukturen ausdifferenzieren können. Es erscheint fraglich, ob die komplexen 
Funktionen des hoch differenzierten Nervensystems durch HUCB MNC übernommen 
werden können, zumal die Anzahl nachgewiesener integrierter Zellen zu gering 
erscheint, als dass eine in den Maßen vorkommende funktionelle Verbesserung erklärt 
werden könnte (Yu et al., 2009). Darüber hinaus konnten einige Arbeitsgruppen 
neurofunktionale Erfolge durch HUCB MNC erzielen, obgleich keine humanen Zellen in 
kortikalen Strukturen nachgewiesen werden konnten (Borlongan et al., 2004; Boltze et 
al., 2011b). Möglicherweise spielen vielmehr wachstumsfördernde Faktoren eine Rolle, 
die von dem Zelltransplantat sezerniert werden und einen neuroprotektiven Effekt auf 
das ischämische Geschehen ausüben (Arien-Zakay et al., 2009). Es konnte außerdem 
nachgewiesen werden, dass humane Nabelschnurblutzellen das Potential haben, die 
postischämische Entzündungsreaktion zu modulieren (Leonardo et al., 2010). Durch den 
Schlaganfall werden lokale und systemische Entzündungsprozesse aktiviert und 
proinflammatorische Zytokine zahlreich exprimiert. Dies trägt erheblich zu dem 
zerebralen Schaden bei (Offner et al., 2006). Eine HUCB MNC-Transplantation führt zu 
einer weniger stark ausgeprägten Expression proinflammatorischer Zytokine und 
vermindert die Anzahl schädlicher Mikrogliazellen (Vendrame et al., 2005; Jiang et al., 
2010). Ein weiterer vielversprechender Ansatzpunkt von mononukleären Zellen humanen 
Nabelschnurblutes ist die Unterstützung endogener Reparationsmechanismen. Nach 
einer Ischämie nehmen regenerative Vorgänge der Synaptogenese, Neovaskularisierung 
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oder der Rekrutierung endogener Progenitorzellen zu (Taguchi et al., 2004; Carmichael, 
2006; Vanneaux et al., 2010).  
Aufgrund dieser vielfältigen Interaktionsmöglichkeiten wurde in dieser Studie der Einfluss 
von HUCB MNC auf die Zellproliferation näher untersucht. Die histologische Auswertung 
ergab, dass humane Nabelschnurblutzellen die Proliferationsrate in unmittelbarer 
Umgebung des Infarktrandes junger Tiere nicht modulieren kann. Die Anzahl BrdU-
positiver Zellkerne differierte nicht signifikant zwischen Therapie- und Kontrollgruppe.  
4.3.2. Zelldosis 
Hat eine Therapie keinen Wirkungsnachweis erbracht, stellt sich die Frage nach der 
richtigen Dosierung der Medikation. Viele vorhergehende Studien konnten zeigen, dass 
intravenös applizierte HUCB MNCs den Heilungsverlauf in einer Dosierung von 2x105 bis 
5x107 Zellen positiv beeinflussen konnten (Yu et al., 2009). Vendrame et al. ermittelten in 
einer Studie zur Dosisabhängigkeit einer HUCB MNC-Therapie eine Anzahl von 
mindestens 106 Zellen, die die funktionelle Regeneration verbessern (Vendrame et al., 
2004). In der vorliegenden Studie wurde humanes Nabelschnurblut in einer Dosierung 
von 8x106 Zellen intravenös appliziert. Somit hätten mit dieser Dosierung potentiell 
günstige Effekte auf den Heilungsverlauf erzielt werden können. 
4.3.3.  Einfluss der Kryokonservierung auf die Effektivität der Zellen 
Die Isolationsmethode, Vorbehandlung und Lagerung von Zellen ist ein nicht zu 
unterschätzender Aspekt zelltherapeutischer Ansätze. So ist es denkbar, dass sich die 
Zusammensetzung und Vitalität von HUCBC MNC durch die Kryokonservierung 
verändert. In der Literatur wird dieses Thema kontrovers diskutiert. Verschiedene 
Arbeitsgruppen konnten nachweisen, dass eine Kryokonservierung zu einer deutlichen 
Verringerung therapeutisch relevanter Zellpopulationen der hämatopoetischen 
Stammzellen führt (Avila Portillo et al., 2010; Duchez et al., 2012; Scholbach et al., 
2012). Andere Untersuchungen ergaben dagegen keine Unterschiede (Sofrenovic et al., 
2012) oder konnten beweisen, dass die verringerten Stammzellfrequenzen nicht zu einer 
reduzierten Funktionalität des Transplantates führen (Beshlawy et al., 2009; Scholbach 
et al., 2012). Generell sieht das Konzept der klinischen Verwendung von autologen und 
allogenen HUCBC MNC immer eine Kryokonservierung und Lagerung in einer Zellbank 
vor. In dieser Studie wurden daher kryokonservierte Zellen verwendet. Es ist jedoch nicht 
ausgeschlossen, dass die Kryokonservierung durch oben erwähnte Prozesse einen 
Einfluss auf die spezifische Wirksamkeit von HUCBC MNC im Schlaganfall ausübt. So 
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wurden frühere Schlaganfallstudien, die eine therapeutische Wirksamkeit von HUCBC 
MNC nachweisen konnten, mit frischen HUCBC MNC durchgeführt (Boltze et al. 2005, 
2011a und 2011b). Der Neutralbefund dieser Studie könnte eine Folge eines 
veränderten Transplantats sein. Letztendlich lässt sich der tatsächliche Einfluss der 
Kryokonservierung von HUCBC MNC auf die Effektivität jedoch nur durch eine 
randomisierte Vergleichsstudie klären. Dieser Aspekt sollte im Rahmen einer möglichen 
Translation des Therapiekonzeptes in Richtung einer klinischen Prüfung und Anwendung 
berücksichtigt werden. 
4.3.4. Analyse der neurofunktionalen Regeneration 
Unter Anwendung zumeist einfach konzipierter Verhaltenstests, so z.B. der EBST 
(elevated body swing test) oder der Beobachtung der spontanen Aktivität, konnten 
zahlreiche Arbeitsgruppen eine funktionelle Verbesserung durch eine HUCB MNC-
Therapie nachweisen (Borlongan et al., 2004; Vendrame et al., 2004). In dieser Arbeit 
wurde eine Variation von drei komplexen, umfangreichen Verhaltenstests eingesetzt, die 
eine potentielle therapeutische Wirksamkeit des Zelltransplantats auf neurofunktionaler 
Ebene aufzeigen kann. Die Daten aus dem mNSS-, BeamWalk- und 
LadderRung Walking-Test der hier vorliegenden Arbeit zeigen aber, dass der 
sensomotorische Heilungsverlauf nach einem Schlaganfall durch HUCB MNC nicht 
positiv beeinflusst wurde. Auch in anderen Studien, in denen humanes Nabelschnurblut 
keinen neurofunktionalen Erfolg erzielte, wurden hauptsächlich komplexe, 
anspruchsvolle Verhaltenstests angewandt (Mäkinen et al., 2006; Nystedt et al., 2006). 
Es sollte hinterfragt werden, ob simple, leicht durchführbare Tests eine ausreichende 
Sensitivität und Spezifität aufweisen, um den Hirnschaden und einen potenziellen 
Behandlungseffekt abzubilden. 
Für eine erfolgreiche Evaluierung neurofunktionaler Fähigkeiten ist es von Bedeutung, 
eine Variation aus verschiedenen Verhaltenstests anzuwenden, um die Diversität der 
sensomotorischen Ausfälle zu berücksichtigen (Schaar et al., 2010). Außerdem sind eine 
Minimierung des Stress- und Angstpotentials der Tiere sowie eine verblindete 
Durchführung und Auswertung der Verhaltenstests dringend erforderlich (Schaar et al., 
2010). Studien, die einen Therapieerfolg durch HUCB MNC verzeichneten, wurden 
zumeist unverblindet ausgewertet (Borlongan et al., 2004; Vendrame et al., 2004). In 
dieser als auch in den Arbeiten von Mäkinen et al. (2006) und Nystedt et al. (2006) 
wurde hingegen eine verblindete Durchführung und Auswertung der Tests 
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vorgenommen. In diesen Studien konnte kein verbesserter Heilungsverlauf 
nachgewiesen werden.  
Es gibt also Hinweise darauf, dass sowohl die Anzahl und Komplexität der 
Verhaltenstests als auch die Art und Weise ihrer Durchführung einen Einfluss auf das 
Therapieergebnis haben können. Möglicherweise sollten Schlussfolgerungen über den 
sensomotorischen Heilungsverlauf nach einer Zelltherapie kritisch betrachtet werden, die 
mittels einfach konzipierter Testmethoden und unverblindeter Auswertung erhoben 
wurden. 
4.3.5. Transplantationszeitraum 
Die zeitliche Limitierung der verfügbaren Behandlungsoptionen stellt das Hauptproblem 
in der Therapie des Schlaganfalles dar. Die einzig etablierte kausale 
Behandlungsmethode ist derzeit die Thrombolyse zur Rekanalisierung thrombotisch 
verschlossener Gefäße: Ein Verfahren, dass maximal 4,5h nach einem Schlaganfall 
durchgeführt werden kann (Lees et al., 2010). Jede Eskalation des therapeutischen 
Zeitfensters vergrößert den Anteil der Patienten, der eine effektive Therapie erhalten 
könnte. Die Ergebnisse zahlreicher präklinischer Studien belegen, dass das zur 
Verfügung stehende Zeitfenster durch eine Therapie mit HUCB MNC auf 24-72h 
erweitert werden kann (Newcomb et al., 2006; Boltze et al., 2011b). In der hier 
vorliegenden Arbeit wurde ein Transplantationszeitraum von 24h gewählt, sodass vor 
allem subakute ischämische Prozesse beeinflusst werden können (Newcomb et al., 
2006). In der Vergangenheit konnte nachgewiesen werden, dass durch HUCB MNC 
inflammatorische Prozesse reduziert werden und eine neuronale Apoptose im 
Infarktgebiet reduziert werden kann (Vendrame et al., 2005; Dasari et al., 2008). Jedoch 
scheint dieses subakute Infarktgeschehen bei spontan hypertensiven Ratten in anderen 
Dimensionen abzulaufen. So können Caspase3-regulierte Apoptoseprozesse bei 
spontan hypertensiven Ratten durch HUCB MNC nicht beeinflusst werden 
(Riegelsberger et al., 2011). In einer Studie von Legos et al. (2008) konnte bei spontan 
hypertensiven Ratten ein rasant entwickelter Infarktschaden festgestellt werden, der sich 
bereits 60min nach Infarkt vollständig ausgebildet hatte. Im Gegensatz zu anderen 
Rattenstämmen findet bei SHR eine sekundäre Infarktgrößenentwicklung nur in einem 
begrenzten Umfang statt. Eine den Infarktkern umgebende Penumbra existiert also bei 
SHR nur sehr kurz oder gar nicht, sodass dieses ischämische Gewebe von einer 
verzögerten Stammzelltransplantation kaum profitieren kann. Dieser Umstand könnte 
erklären, dass in der hier vorliegenden Arbeit ein Therapieerfolg mit HUCB MNC, in 
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einem Zeitraum von 24h nach Infarkt appliziert, ausgeblieben war. Ob SHR von einem 
zeitigeren Transplantationszeitpunkt profitieren können, ist ebenso fraglich, da 
HUCB MNC von exzitotoxischen Neurotransmittern und freien Radikalen bedroht wären, 
die in den ersten Stunden nach dem Ereignis überproportional gebildet werden (Mäkinen 
et al., 2006).  
4.3.6. Immunsuppression 
Eine Transplantation xenogenen Materials geht immer mit dem Risiko einer 
Transplantatabstoßung einher. In der Literatur wird kontrovers diskutiert, ob eine 
Immunsuppression notwendig ist, um eine Wirkung humaner Nabelschnurblutzellen 
erzielen zu können. So gibt es Studien, die unter Verwendung von HUCB MNC und dem 
immunsuppressiven Cyclosporin A eine neurofunktionale Erholung feststellen konnten 
(Vendrame et al., 2004). Daten anderer Arbeitsgruppen beweisen jedoch auch eine 
wirksame HUCB MNC-Behandlung ohne Einsatz einer Immunsuppression zur 
Prophylaxe einer Transplantatabstoßung (Chen et al., 2001; Saporta et al., 2003). Es 
stellt sich die Frage, ob eine Immunsuppression für die Wirksamkeit einer HUCB MNC-
Therapie tatsächlich von Bedeutung ist. Gegen eine begleitende Immunsuppression 
spricht die Tatsache, dass Cyclosporin A selbst neuroprotektiv wirkt und die endogene 
Regeneration fördert (Erlandsson et al., 2011). Ein therapeutischer Effekt kann dadurch 
nicht eindeutig den HUCBC MNC zugeordnet werden. Außerdem besitzen humane 
Nabelschnurblutzellen ein geringes immunogenes Potenzial, sodass eine 
Immunsuppression nicht zwingend erforderlich erscheint (Pan et al., 2005). Darüber 
hinaus erfährt der Körper nach einem Schlaganfall ohnehin eine globale Suppression 
des Immunsystems, sodass das Risiko einer Transplantatabstoßung abgemildert ist 
(Offner et al., 2009). Zusätzlich weisen spontan hypertensive Ratten eine T-
Zellfunktionsstörung auf und können durch ihre Immundefizienz nur eingeschränkt auf 
das xenogene Zellmaterial reagieren (Purcell et al., 1993). Thum et al. (2005) gehen 
sogar von einer Abstoßungsreaktion der Zellen aus, die per se die erwünschten Effekte 
hervorbringt, indem es die lokalen zellulären Reaktionen und Abläufe moduliert. 
Angesichts dieser verschiedenen Argumente wurde in dieser Untersuchung auf eine 
begleitende Immunsuppression verzichtet. 
4.3.7. Qualitätskriterien 
Aufgrund mangelnder Translation präklinisch positiv getesteter Therapieverfahren in den 
klinischen Alltag wurden in den letzten Jahren höhere Anforderungen an Studien 
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definiert. Es wurden bereits 1999 STAIR-Leitlinien entwickelt, die im Laufe der Zeit 
überarbeitet und ergänzt wurden (Fisher et al., 2009). Ziel dieser Empfehlungen ist es, 
die Studienqualität zu verbessern und das Risiko einer Verzerrung von Ergebnissen zu 
minimieren.  
In diesen Empfehlungen wird unter anderem gefordert, Studien mit komorbiden Tieren 
umzusetzen (siehe 2.2., S. 17). Komorbide Tiere sind für Schlaganfallstudien besser 
geeignet als gesunde Tiere, da sie, wie der klassische Schlaganfallpatient, an 
Nebenerkrankungen wie der arteriellen Hypertonie und Diabetes leiden (Endres et al., 
2008). Umso erstaunlicher ist es, dass 90% der therapeutischen Interventionen bei 
jungen und gesunden Tieren getestet werden (Sena et al., 2007). Studien mit gesunden 
Tieren tendieren aber dazu, die Effektstärke einer Therapie um durchschnittlich 10% zu 
überschätzen (Crossley et al., 2008). Ähnlich verhält es sich mit der Induktion des 
Schlaganfalles. Die verblindete Auslösung des Schlaganfalles ist ein bedeutsamer 
Indikator für ein unverfälschtes Therapieergebnis. Jedoch hatten in tierexperimentellen 
Schlaganfallstudien nur 22% der Operateure keine Kenntnis von der 
Gruppenzugehörigkeit der Tiere (Sena et al., 2007) und könnten somit unbewusst die 
Ausprägung der Pathologie beinflussen. 
Es besteht also ein relevanter Zusammenhang zwischen der Studienqualität und der 
Wirksamkeit einer therapeutischen Intervention. Werden Untersuchungen mit gesunden 
Tieren unverblindet durchgeführt, so wird die Wirksamkeit einer Therapie wahrscheinlich 
überschätzt. Demgegenüber sind neutrale oder negative Therapieergebnisse 
wahrscheinlicher, wenn viele Qualitätskriterien umgesetzt werden. In der Literatur aber 
sind nur sehr wenige negative Ergebnisse publiziert. Ein Grund dafür sind die 
Schwierigkeiten, diese Ergebnisse in einem Fachmagazin veröffentlichen zu können 
(Dirnagl, 2006). Das führt möglicherweise zu einer falschen Wahrnehmung des 
Therapieeffektes von humanen Nabelschnurblutzellen. Es existieren viele Publikationen, 
die eine vielversprechende Wirksamkeit von HUCB MNC nachweisen (Park et al., 2009). 
Demgegenüber gibt es nur vereinzelt Veröffentlichungen, die keinen Therapieeffekt von 
HUCB MNC detektieren konnten (Mäkinen et al., 2006; Riegelsberger et al., 2011). Aber 
gerade diese Studien berücksichtigten wie die hier vorliegende Arbeit mehrere 
Qualitätskriterien, wie sie in den Leitlinien gefordert werden, um ein unverzerrtes 
Studienergebnis zu generieren.   
Es ist also möglich, dass die Effektivität von HUCB MNC aufgrund der 
überdurchschnittlich hohen Studienanzahl mit Positivergebnissen bislang überschätzt 
wurde. 
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4.4. Einfluss des Alters 
Das Lebensalter hat nicht nur eine Relevanz als bedeutsamster Risikofaktor für eine 
Schlaganfallerkrankung, sondern übt auch einen wesentlichen Einfluss auf das 
Infarktgeschehen aus. Je älter ein Lebewesen ist, desto anfälliger ist es für zerebrale 
ischämische Schäden (Baltan et al., 2008). Zwar hat zerebrales Gewebe trotz des 
erhöhten Alters das Potenzial, auf ischämische Ereignisse zytoproliferativ und 
neuroprotektiv zu reagieren, aber der zeitliche Ablauf und die Dimensionen der zellulären 
Antwort scheinen dysreguliert zu verlaufen (siehe 1.1.5., S.6). Es herrscht eine 
Imbalance zwischen drei bedeutsamen Faktoren, die das Infarktgeschehen beeinflussen: 
Einerseits gibt es Faktoren, die zur Infarktprogression beitragen, beispielsweise die der 
neuronalen Degeneration, Apoptose- und Phagozytoseprozesse. Desweiteren existieren 
Umstände, die eine Geweberegeneration erschweren (Glianarbenbildung, 
neuriteninhibitorische Proteine). Andererseits beeinflussen Faktoren, die die 
Wiederherstellung zerebraler Funktionen unterstützen (Popa-Wagner et al., 2007b), das 
Infarktgeschehen.  
Arbeitsgruppen, die den Einfluss des Alters auf zerebrale Ischämien untersuchten, 
konnten altersbedingte Auswirkungen auf Letalität, Infarktvolumen und auf die 
funktionelle Regeneration nach einem Schlaganfall feststellen. Einige Aussagen konnten 
durch die hier vorliegende Untersuchung bestätigt werden; einige Ergebnisse differieren 
erheblich von denen anderer Studien. Im Folgenden sollen die Resultate dieser Studie 
zu dem Literaturkontext in Beziehung gesetzt und Ergebnisse mit denen anderer 
Arbeitsgruppen verglichen werden. 
4.4.1. Sterblichkeitsraten 
In dieser Untersuchung trat erwartungsgemäß eine erhöhte Sterblichkeit in der alten 
Versuchstiergruppe auf. Während 5% der jungen Tiere verstarben, lag die Letalität alter 
Ratten bei 29%. Diese Ergebnisse bestätigen den Befund einer erhöhten 
Sterblichkeitsrate älterer Ratten, den andere Arbeitsgruppen ebenso beobachteten. So 
starben während der Versuche in verschiedenen altersabhängigen Untersuchungen 
zwischen 24 und 47% der älteren Tiere (Lindner et al., 2003; Zhang et al., 2005a). Die 
erhöhte Letalität ist vor allem durch eine höhere Rate an Anästhesiekomplikationen 
während der Operation und der Transplantation zu erklären. Einige Tiere starben 
ungeklärt innerhalb des Untersuchungszeitraumes.   
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Studien, in denen mit alten Versuchstieren gearbeitet wird, sollten also ausreichend 
große Tierzahlen aufweisen, um die erhöhten Ausfälle infolge der erhöhten Letalität 
kompensieren zu können. 
4.4.2. Infarktvolumen 
Obwohl pathophysiologische Prozesse nach einem Infarkt im Alter in anderen 
Dimensionen ablaufen, konnten in der hier vorliegenden Arbeit in beiden Altersgruppen 
ähnliche Infarktvolumina gefunden werden. In der Literatur sind widersprüchliche 
Ergebnisse bezüglich der Infarktgröße zu finden. Einige Arbeitsgruppen konnten 
differierende Volumina zwischen verschiedenen Alterskollektiven finden, andere 
hingegen stellten fest, dass das Alter keinen wesentlichen Einfluss auf die 
Größenentwicklung des Infarktes ausübt (Popa-Wagner et al., 2007b).  
Eine Begründung für die unterschiedlichen Ergebnisse kann möglicherweise das 
angewandte Schlaganfallmodell geben. Bei der Induktion des Infarktes werden zwei 
Methoden unterschieden: Der transiente und der permanente Verschluss der mittleren 
Zerebralarterie. Bei einem transienten Modell wird das Gefäß für einen definierten 
Zeitraum verschlossen; anschließend erfolgt die Wiedereröffnung des Gefäßes. Dieses 
Schlaganfallmodell simuliert den klinisch relevanten Umstand einer Lysetherapie zur 
Behandlung eines Hirninfarktes. Interessanterweise wurde das transiente Verfahren 
hauptsächlich von den Arbeitsgruppen angewandt, die verschiedene Infarktgrößen 
junger und älterer Tiere detektierten (Rosen et al., 2005; DiNapoli et al., 2008). Der 
permanente arterielle Verschluss hingegen ist dadurch gekennzeichnet, dass die 
Durchblutung dauerhaft unterbrochen wird; eine Reperfusion erfolgt nicht. Unter 
Verwendung dieser Methode wurden sowohl in dieser als auch in anderen 
altersabhängigen Studien keine Infarktgrößenunterschiede zwischen zwei 
Alterskollektiven gefunden (Zhang et al., 2005a). Dieser Effekt könnte durch die 
unterschiedlichen Pathologien der Infarktmodelle und durch die altersbedingten 
Veränderungen am Gefäßsystem erklärt werden. Infolge des zerebralen 
Gefäßverschlusses bildet sich ein nekrotischer Infarktkern aus. Dieser wird von Gewebe 
umgeben, das zwar funktionell, aber noch nicht strukturell geschädigt ist, da 
Kollateralgefäße eine minimale Restdurchblutung gewährleisten (Mergenthaler et al., 
2004). Dieses Gewebe kann durch eine rechtzeitige Reperfusion wieder funktionell 
integriert werden. Eine Voraussetzung für diesen Umstand ist allerdings eine 
ausreichende Kollateralisierung, um das Gewebe bis zum Zeitpunkt der Reperfusion 
minimal zu oxygenieren. Das Kollateralsystem älterer Individuen ist jedoch schlechter 
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ausgeprägt, sodass der Grenzzonenbereich des Infarktes nicht ausreichend durchblutet 
werden kann, um die strukturelle Integrität der Zellen zu erhalten. Folglich können ältere 
Individuen kaum von einer Reperfusion profitieren (Faber et al., 2011). Dieser Umstand 
würde erklären, dass ältere Tiere, denen ein transienter Infarkt zugeführt wird, einen 
größeren Infarkt ausbilden als deren jüngere Artgenossen, die eine ausgeprägte 
Kollateralisierung aufweisen. Durch einen permanenten arteriellen Verschluss infarzieren 
sowohl Zellen des Infarktkerns als auch die des umgebenden Gewebes. Nur durch eine 
Eröffnung des Gefäßes kann die strukturelle Integrität des Grenzgewebes 
wiederhergestellt werden, weil so ausreichend Sauerstoff das Gewebe erreicht. Da aber 
bei einem permanenten Schlaganfall eine Reperfusion ausbleibt, nekrotisiert das den 
Infarktkern umgebende Gewebe zusätzlich. Das Ausmaß der zerebralen 
Kollateralisierung hat somit kaum Einfluss auf die Größe des Infarktes. Junge wie alte 
Tiere bilden vergleichbare Infarktvolumina aus. 
4.4.3. Funktionelle Erholung alter Tiere im Vergleich 
Oftmals wird postuliert, dass ein höheres Lebensalter mit einer verlangsamten und 
schlechteren Erholung nach einem Schlaganfall assoziiert sei (DiNapoli et al., 2008; 
Popa-Wagner et al., 2011). In dieser Studie konnten interessanterweise differierende 
Ergebnisse generiert werden. Während sich im mNSS-Test die alten Tiere im Gegensatz 
zu jungen kaum von dem ischämischen Ereignis erholten, erlangten im 
LadderRung Walking-Test junge wie alte Ratten ihre sensomotorischen Fähigkeiten im 
gleichen Maße und in einem ähnlichen Zeitverlauf wieder. Popa-Wagner et al. (2007b) 
zogen in diesem Zusammenhang in Betracht, dass das Ausmaß der funktionellen 
Erholung älterer Lebewesen von dem Schwierigkeitsgrad der Verhaltenstests abhängig 
sei. Alte Tiere haben vor allem mit komplexen Aufgaben Schwierigkeiten, wie sie in 
vestibulomotorischen Tests gefordert werden. Bei dem RotaRod-Test beispielsweise 
müssen die Tiere auf einer sich bewegenden Walze balancieren; die Aufgabe im 
„adhesive removal test“ beinhaltet, einen an der Vorderpfote klebenden Stimulus zu 
entfernen (Popa-Wagner et al., 2007a; DiNapoli et al., 2008). Zur Absolvierung dieser 
Tests sind zwei Voraussetzungen unerlässlich: Das Gleichgewicht und die Fähigkeit zum 
Lernen. Im Alter sind aber kognitive Fähigkeiten minimiert und vestibuläre Funktionen 
können eingeschränkt sein (Pantoni, 2010), (siehe 4.2.3., S. 57). Ältere Tiere können 
möglicherweise die komplexen Tests nicht adäquat absolvieren. Unter Verwendung von 
Verhaltenstests, die sowohl sensomotorische als auch kognitive Eigenschaften abfragen, 
kann also der Eindruck entstehen, dass ältere Tiere eine scheinbar schlechtere 
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Regenerationsfähigkeit haben als deren jüngere Artgenossen, obwohl die kognitiven 
Defizite der alten Tiere die sensomotorischen Fähigkeiten überlagern können. Für die 
Ausführung des LadderRung Walking-Tests sind weder kognitive Fähigkeiten noch 
diffizile vestibuläre Funktionen erforderlich. Die alten Tiere erholten sich sensomotorisch 
in einem vergleichbaren Maße wie die jungen Tiere. Die Daten unterstützen die These 
Popa-Wagners, dass das Ausmaß der funktionellen Regeneration alter Tiere von der 
Komplexität der Verhaltenstests abhängig ist.   
4.5. Beantwortung initialer Fragestellungen 
Mit den Ergebnissen dieser Arbeit und in Zusammenschau mit der aktuellen Literatur 
kann eine relativ klare Beantwortung der initial gestellten Fragen erfolgen. 
 
Ist der LadderRung Walking-Test ein geeigneter Verhaltenstest zur Langzeitanalyse 
sensomotorischer Defizite hypertensiver Ratten, und kann dieser Test auch mit alten 
Versuchstieren durchgeführt werden? 
Im Rahmen des Vorversuchs zur Etablierung des LadderRung Walking-Tests konnte 
nachgewiesen werden, dass der Test ein chronisches Defizit nach einem Schlaganfall in 
ausreichendem Maße abbildet. Der Test kann daher zur Langzeitanalyse der 
neurofunktionalen Regeneration nach einem Schlaganfall bei hypertensiven Ratten 
angewandt werden. Das Alter der Tiere hat keinen Einfluss auf die Ausführung des 
Verhaltenstests und auf die sensomotorischen Fähigkeiten, die im LadderRung Walking-
Test abgebildet werden. Beide Altersstufen weisen vergleichbare sensomotorische 
Fähigkeiten auf. Der Test kann demnach mit jungen und alten hypertensiven Tieren 
durchgeführt werden.  
 
Erzielt die Transplantation mononukleärer Zellen aus humanem Nabelschnurblut 24 
Stunden nach dem Schlaganfall eine therapeutische Wirksamkeit bei jungen und alten 
hypertensiven Ratten? 
Mononukleäre Zellen aus humanem Nabelschnurblut wiesen in dieser Untersuchung 
weder bei jungen noch bei alten hypertensiven Ratten eine Wirksamkeit auf. In allen 
Verhaltensanalysen konnten keine langfristigen Verbesserungen der neurologischen 
Defizite durch eine Zelltherapie nachgewiesen werden. Junge wie alte Tiere entwickelten 
vergleichbare Infarktvolumina nach einem Schlaganfall, deren Größe durch eine 
HUCB MNC-Therapie in beiden Altersstufen nicht beeinflusst werden konnte. Eine 
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stereologische Untersuchung der Proliferationsrate im Infarktrand junger Tiere bestätigte  
die Ergebnisse der Verhaltens- und MRT-Analysen.  
 
Kann eine unterschiedliche Ansprechbarkeit der experimentellen Therapie bei alten und 
jungen Versuchstieren beobachtet werden? 
HUCB MNC erzielte unabhängig vom Versuchstieralter keine signifikanten Effekte auf 
die Entwicklung eines Schlaganfalles, sodass Aussagen zu einer unterschiedlichen 
Ansprechbarkeit der Therapie nicht getroffen werden können.
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Der Schlaganfall stellt die dritthäufigste Todesursache in den westlichen 
Industrienationen dar und ist der Hauptgrund für dauerhafte körperliche Behinderungen. 
Die einzige kausale Behandlungsmöglichkeit besteht derzeit in einer 
Thrombolysetherapie zur Wiedereröffnung des Gefäßverschlusses. Diese Therapie-
option steht aufgrund des engen therapeutischen Zeitfensters und der strengen 
Indikationsstellung weniger als 10% aller Schlaganfallpatienten zur Verfügung. Daraus 
ergibt sich der dringende Bedarf nach neuartigen Therapieansätzen, die in einem 
längeren Zeitfenster einsetzbar und somit für einen größeren Teil der Patienten 
verfügbar sind. 
In den letzten Jahren konnten humane Nabelschnurblutzellen als vielversprechende 
Therapieoption in präklinischen Studien etabliert werden. Allerdings wurden diese 
Untersuchungen ausschließlich mit jungen und gesunden Versuchstieren durchgeführt, 
obwohl die Schlaganfallerkrankung mehrheitlich ältere Patienten mit Vorerkrankungen 
betrifft. Die Effektivität mononukleärer Zellen aus humanem Nabelschnurblut sollte daher 
bei komorbiden und alten Versuchstieren überprüft werden, um die Situation des 
klassischen Schlaganfallpatienten präklinisch angemessen simulieren zu können. 
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Zum Nachweis eines Therapieerfolges hat sich die Beurteilung der neurofunktionalen 
Regeneration nach einem Schlaganfall als fester Bestandteil der präklinischen 
Schlaganfallforschung erwiesen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der 
LadderRung Walking-Test als ein Verhaltenstest zur detaillierten Analyse senso-
motorischer Fähigkeiten zunächst etabliert. Hierfür wurde der Testaufbau entworfen und 
in einem Vorversuch mit hypertensiven Ratten auf seine Funktionalität überprüft und 
Durchführungskriterien definiert.  
Anschließend erfolgte die Untersuchung zur Effektivität mononukleärer Zellen aus 
humanem Nabelschnurblut bei 54 hypertensiven Ratten, die vier bzw. achtzehn Monate 
alt waren. Es erfolgte eine Randomisierung der Tiere zu Therapie- und Kontrollgruppe, 
und die methodischen Abläufe wurden verblindet durchgeführt. Einen Tag nach dem 
permanenten Verschluss der mittleren Zerebralarterie erhielten die Tiere entweder eine 
intravenöse Zellsuspension aus mononukleären Zellen humanen Nabelschnurblutes 
oder eine äquivalente Menge einer Kontrolllösung. Zur Analyse der sensomotorischen 
Regeneration wurden der mNSS- und BeamWalk-Test angewandt sowie der etablierte 
LadderRung Walking-Test. Magnetresonanztomographische Untersuchungen wurden 
während des 64-tägigen Beobachtungszeitraumes in regelmäßigen Abständen 
durchgeführt, um die Entwicklung des Infarktvolumens im Verlauf erfassen zu können. 
Nach dem Abschluss der Verhaltensuntersuchungen sollte zum Nachweis eines 
Therapieerfolges eine Beurteilung der Proliferationsaktivität im Randbereich des 
Infarktes erfolgen. Hierfür wurde in einem weiteren Vorversuch im Rahmen dieser Arbeit 
die stereologische Quantifizierungsmethode etabliert und in das bestehende 
Studiendesign integriert. 
Eine Therapie mit mononukleären Zellen aus humanem Nabelschnurblut erzielte 
unabhängig vom Versuchstieralter keine Wirksamkeit in komorbiden Tieren. Weder bei 
jungen noch bei alten hypertensiven Ratten konnte ein Effekt auf die sensomotorische 
Regeneration beobachtet werden. Diese Ergebnisse konnten durch die MRT-
Untersuchungen bestätigt werden; die Entwicklung des Infarktvolumens konnte in beiden 
Altersgruppen nicht beeinflusst werden. Die Proliferationsaktivität im Randbereich des 
Infarktes wurde durch humane Nabelschnurblutzellen nicht variiert. Ein höheres 
Versuchstieralter erbrachte keine weiterführenden, richtungsweisenden Erkenntnisse. 
Die Ergebnisse der sensomotorische Funktionalitätsprüfung und der MRT-
Untersuchungen zeigten in ihrer Ausprägung und Dynamik keine signifikanten 
Auffälligkeiten zwischen jungen und alten Versuchstieren. Das höhere Alter der Tiere 
erwies sich hingegen als nachteilig. Es entstanden höhere Kosten durch längere 
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Haltungszeiten sowie der erhöhten Letalität der Tiere. Weiterhin war  die Regeneration 
auf neurofunktionaler und zellulärer Ebene eingeschränkt beurteilbar.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit stehen in Widerspruch zu zahlreichen Studien, die durch 
mononukleäre Zellen humanen Nabelschnurblutes mehrheitlich therapeutische Erfolge  
nachweisen konnten. Möglicherweise bietet das angewandte Tiermodell einen 
Erklärungsansatz für die differierenden Ergebnisse. Ein Großteil der Studien mit einem 
positiven Therapieergebnis wurde mit gesunden Tieren vorgenommen, währenddessen 
in dieser Arbeit mit komorbiden Ratten gearbeitet wurde. Übersichtsarbeiten beschreiben 
diesbezüglich, dass Studien mit jungen, gesunden Tieren dazu tendieren können, die 
Effektstärke einer Therapie zu überschätzen. Ungeachtet dessen existieren einige 
wenige Studien, die nachweisen, dass mononukleäre Zellen aus humanem 
Nabelschnurblut ebenso in komorbiden Tieren therapeutische Effekte hervorrufen. Im 
Gegensatz zu der hier vorliegenden Arbeit, in der kryokonservierte Zellen verwendet 
wurden, fanden in diesen Studien jedoch frisch isolierte Zellen Anwendung. Der 
Neutralbefund dieser Arbeit könnte Folge eines veränderten Transplantats sein. 
Letztendlich sind weiterführende Studien erforderlich, die den Einfluss einer 
Kryokonservierung auf das Transplantat detaillierter untersuchen. Diese Arbeiten sollten 
durch tierexperimentelle Studien mit komorbiden Tieren unterschiedlicher Altersstufen 
ergänzt werden, um die Bedeutung von humanem Nabelschnurblut als potentielle 
Therapiemöglichkeit eines Schlaganfalles umfassender beurteilen zu können. 
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